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INTRODUÇÃO
Segundo WOOLF e SALTER (2000), a dor pode ser classificada em três 
categorias: fisiológica, inflamatória e neuropática. A dor fisiológica funciona como um 
sinal inicial, alertando o organismo para a presença de estímulos injuriantes. Este 
tipo de dor inicia-se nos terminais periféricos dos nociceptores, os quais inervam os 
tecidos e somente são ativados por estímulos nocivos, por exemplo, uma picada de 
agulha. A dor inflamatória origina-se a partir de danos teciduais provocados pela 
inflamação e a dor neuropática a partir de lesões no sistema nervoso. Ambas são 
caracterizadas por hipersensibilidade no local da injúria e tecido adjacente normal. A 
dor pode aumentar espontaneamente, pois estímulos que normalmente não 
produzem dor, passam a produzir (alodínia) e estímulos nocivos induzem dor mais 
intensa e prolongada (hiperalgesia) (para revisão ver WOOLF e SALTER, 2000).
A hipersensibilidade associada à dor é uma expressão da plasticidade neuronial, 
cuja duração é determinada por seqüências particulares de ativação, modulação ou 
modificação que podem ocorrer. Estas formas de plasticidade constituem um circuito 
contínuo das diversas reações dos neurônios em resposta a alterações em suas 
atividades ou em seus arredores. A dor não é uma conseqüência passiva da 
transferência de estímulos periféricos para o SNC, mas um processo ativo gerado 
parcialmente na periferia e parcialmente no SNC por múltiplas mudanças plásticas 
que, em conjunto, determinam a efetividade do sistema (para revisão ver WOOLF e 
SALTER, 2000).
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1.1 Neurônios aferentes nociceptivos.
Distribuídos por todos os tecidos do organismo, existem receptores sensoriais, os 
quais são sensíveis a diferentes modalidades de estímulos. Dentre estes receptores, 
os nociceptores são terminações periféricas de neurônios bipolares, cujos corpos 
celulares estão localizados nos gânglios das raízes dorsais e gânglios cranianos. 
Receberam esta denominação porque respondem preferencialmente a estímulos 
nocivos ou a estímulos que se tornam nocivos se prolongados.
As fibras aferentes associadas aos nociceptores penetram na medula espinhal 
através das raízes dorsais, terminando na substância cinzenta do corno dorsal. 
Muitas dessas fibras são do tipo C não-mielinizadas com baixas velocidades de 
condução (< 2 m/s) e que podem responder a estímulos térmicos, mecânicos e/ou 
químicos. Outras são delicadas fibras mielinizadas (Aô), com maiores velocidades de 
condução (2 a 30 m/s) (SIMONE e KAJANDER, 1997), mas que também respondem 
a estímulos periféricos semelhantes. Nociceptores capazes de responder a 
estímulos térmicos, mecânicos e químicos são denominados polimodais.
SCHAIBLE e SCHMIDT (1985) descreveram outra classe de nociceptores 
associados a fibras amielínicas de neurônios sensoriais primários, que não 
respondem a estímulos mecânicos ou térmicos de grande intensidade, mas que 
possuem sensibilidade química e respondem às modificações produzidas nos 
tecidos por processos patofisiológicos. Isto significa que, na presença de alterações 
teciduais como a inflamação, ocorre a liberação de mediadores químicos, e em 
decorrência, o recrutamento dessa classe de fibras aferentes que não respondem a 
estímulos nociceptivos em condições normais. Estes receptores têm sido 
denominados de aferentes silenciosos, nociceptores dormentes e aferentes
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mecanicamente insensíveis e são encontrados em muitos tecidos, como a pele, 
articulações e vísceras (SCHAIBLE e SCHMIDT, 1985; McMAHON e 
KOLTZENBURG, 1990; para revisão ver FLORÉZ, J., 1992).
1.2 Sensibilização dos nociceptores e hiperalgesia.
Normalmente, quando as fibras aferentes C e Aô são ativadas por um estímulo 
breve e de alta intensidade, a dor resultante funciona como um aviso fisiológico. No 
entanto, durante o processo inflamatório, as fibras aferentes são ativadas por 
estímulos de menor intensidade e a dor produzida difere em qualidade e pode ser 
mais persistente. Várias mudanças operacionais na função do neurônio aferente e 
no processamento central da via nociceptiva podem contribuir para isto e estes 
eventos também podem ser considerados como uma resposta protetora fisiológica, 
uma vez que o sistema nociceptivo retorna ao seu estado normal assim que o dano 
tecidual seja reparado (para revisão ver DRAY, 1995).
Em condições de dor crônica, a dor pode ser espontânea, intermitente ou 
persistente e envolver mudanças complexas no processamento central e periférico 
do sinal nociceptivo. Nestas circunstâncias, a relevância fisiológica do sinal 
nociceptivo é menos clara e a função protetora da atividade aferente é obscura. A 
dor crônica pode estar associada com um processo inflamatório crônico, no qual a 
presença de dano ou lesão ocorre, mas também há condições nas quais nenhum 
processo patológico ou degenerativo pode ser encontrado (para revisão ver DRAY,
1995).
Na vasta maioria das condições dolorosas, tanto inflamatórias quanto 
neuropáticas, existem fases associadas da inflamação, nas quais uma variedade de
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mediadores alteram as funções das fibras aferentes periféricas. Entre estas 
substâncias, encontramos a bradicinina, prostaglandinas, leucotrienas, serotonina, 
histamina, substância P, tromboxanas, fator de ativação de plaquetas, prótons e 
radicais livres. Citocinas, como as interleucinas e o fator de necrose tumoral a  
(TNFa), e as neurotrofinas, como o fator de crescimento do nervo (NGF), também 
são produzidos durante a inflamação. Alguns destes agentes podem sensibilizar ou 
até mesmo ativar direta ou indiretamente os nociceptores (para revisão ver RAJA et 
ai., 1989).
A sensibilização é definida como um desvio para a esquerda da função estímulo- 
resposta, que relaciona a magnitude da resposta neural (resposta da
fibra nervosa) à intensidade do estímulo nociceptivo. A sensibilização é 
caracterizada por uma diminuição no limiar de excitabilidade, um aumento na 
resposta a estímulos supralimiares e atividade espontânea contínua. Fazendo uma 
associação, a hiperalgesia pode ser definida como um desvio para a esquerda da 
função estímulo-resposta, que relaciona a magnitude de dor (resposta do organismo) 
à intensidade do estímulo. As características da hiperalgesia são: um estado de 
sensibilidade alterado, diminuição no limiar doloroso, um aumento na dor induzida 
por estímulos supralimiares e dor espontânea.
A hiperalgesia não ocorre somente no local da injúria, mas também nas 
proximidades da área injuriada. A hiperalgesia que ocorre no local é denominada 
hiperalgesia primária e é caracterizada pela presença de dor aumentada a estímulos 
térmicos e mecânicos, enquanto aquela nas proximidades do tecido afetado é a 
hiperalgesia secundária (RAJA et al., 1984; DAHL et al., 1993; ALI et al., 1996; 
WARNCKE et al., 1997).
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1.3 Transmissão nociceptiva.
Os axônios aferentes percorrem um caminho ininterrupto a partir de suas 
terminações nervosas nos tecidos periféricos até suas terminações sinápticas 
centrais na substância cinzenta do corno dorsal da medula espinhal. Os corpos 
celulares destas fibras situam-se ao longo deste caminho nos gânglios das raízes 
dorsais, próximos da espinha, ou nos gânglios dos nervos cranianos na base do 
crânio (DEVOR e SELTZER, 1989). Com relação aos terminais centrais, a maioria 
das fibras aferentes nociceptivas termina na região superficial do corno dorsal, com 
as fibras C e AÔ terminando predominantemente nas lâminas I e II, mas com 
algumas fibras penetrando mais profundamente no corno dorsal (lâmina V) (DEVOR 
e SELTZER, 1989).
A geração de um impulso sensorial inicia-se quando um estímulo provoca 
aumento na permeabilidade da membrana das terminações sensoriais a vários íons, 
principalmente ao Na"", gerando potenciais de ação que se propagam e são 
transmitidos pelos nervos periféricos e cranianos aos núcleos na medula espinhal e 
tronco cerebral para o seu processamento neural. Nestes locais, estas fibras 
aferentes nociceptivas ou neurônios de primeira ordem efetuam sinapses com os 
neurônios de segunda ordem, após o que a informação ascende através de tratos 
nervosos específicos, passando por centros de processamento em vários núcleos 
até a convergência em populações de neurônios no núcleo posterior ventral do 
tálamo. Deste ponto, a informação neural se projeta para as áreas sensoriais do 
córtex cerebral, e suas várias características são integradas na experiência da 
percepção. Nestas estruturas superiores vários aspectos das sensações são 
avaliados, incluindo a qualidade, intensidade, localização, duração e o seu aspecto
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emocional ou afetivo, diferenciando a sensação dolorosa da percepção (para revisão 
ver NOBACKet al., 1996).
1.4 Cininas.
As cininas são potentes peptídeos bioativos formados pela ação enzimática das 
calicreínas sobre substratos endógenos denominados cininogênios. A calidina é 
liberada a partir do cininogênio de baixo peso molecular, pela ação da calicreína 
tecidual e, a bradicinina, a partir do cininogênio de alto peso molecular, pela ação da 
calicreína plasmática (para revisão ver BHOOLA et al., 1992).
As cininas exercem vários efeitos pró-inflamatórios, incluindo a liberação de 
prostanóides, citocinas e radicais livres a partir de diferentes tipos celulares. Elas 
também estimulam neurônios simpáticos pós-ganglionares, afetando o calibre dos 
vasos sangüíneos. As cininas desgranulam mastócitos, os quais liberam histamina e 
outros mediadores inflamatórios. Além disso, elas causam extravasamento 
plasmático decorrente da contração das células endoteliais. São potentes 
substâncias algogênicas e induzem dor pela estimulação direta dos nociceptores na 
pele, articulações e músculos, além de sensibilizá-los a estímulos mecânicos e 
térmicos (para revisão ver DRAY, 1995). A ação álgica da bradicinina é 
potencializada pelas tromboxanas, prostaglandinas e serotonina (para revisão ver 
BHOOLA et al., 1992).
Estudo realizado por STERANKA et al. (1988), utilizando cobaias, confirmou a 
presença de receptores para bradicinina em sítios envolvidos na nocicepção: 
camadas superficiais da medula espinhal, fibras amielínicas de pequeno calibre e 
pequenos neurônios nos gânglios sensoriais. No mesmo estudo, foram
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demonstradas atividades analgésicas dos antagonistas de receptores para 
bradicinina. Baseados nestes dados, os autores sugerem que a bradicinina é um 
mediador fisiológico da nocicepção.
O mecanismo de ação hiperalgésica da bradicinina foi estudado por FERREIRA 
et al. (1993), e os resultados demonstraram que a mesma é um potente agente 
hiperalgésico e está presente na inflamação induzida por estímulos inflamatórios, 
como carragenina e LPS. Além disso, demonstraram que a administração local de 
bradicinina em ratos induz a liberação de TNFa. Estes dados corroboraram os 
achados que demonstram que a bradicinina induz a produção de TNFa e IL-ip em 
cultura de macrófagos murinos (TIFFANY e BURCH, 1989) e, em conjunto, podem 
sugerir que a mesma inicia a liberação de uma cascata de citocinas que medeiam a 
hiperalgesia inflamatória induzida por carragenina e LPS (Figura 1).
Atualmente existem pelo menos dois tipos de receptores para bradicinina. Os 
receptores 82 são constitutivos e expressos em vários tecidos, enquanto os 
receptores Bi possuem distribuição restrita e são expressos quase que 
exclusivamente em tecidos inflamados (para revisão ver MARCEAU et al., 1998; 
JAGGAR et al., 1998). Vários estudos têm sido realizados para avaliar o 
envolvimento destes receptores em diferentes modelos de hiperalgesia (JAGGAR et 
al., 1998; TONUSSI e FERREIRA, 1997; PERKINS et al., 1993).
No teste de incapacitação articular em ratos, foi avaliada a resposta nociceptiva 
induzida pela bradicinina. Demonstraram que nesta resposta a sensibilização é 
mediada por receptores B2 e a nocicepção é mediada por receptores Bi (TONUSSI e 
FERREIRA, 1997). Corroborando estes resultados, POOLE et al. (1999) 
demonstraram que tanto os receptores B2 quanto Bi são importantes na mediação
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da resposta hiperalgésica induzida pela bradicinina e por drogas que estimulam a 
liberação de bradicinina em modelos de dor aguda.
1.5 Prostaglandinas.
As PGs são sintetizadas a partir do ácido araquidônico em decorrência da 
atividade enzimática da ciclooxigenase (COX). Há duas isoformas de COX, a COX-1 
e, a COX-2. Ambas podem ser induzidas em certas situações, mas, em geral, a 
COX-1 é expressa constitutivamente e a COX-2 é induzida (para revisão ver 
MARNETT e KALGUTKAR, 1999). A forma constitutiva é expressa em muitos 
tecidos, como estômago, rim e musculatura lisa vascular. É importante ressaltar o 
fato de que a COX-1 é amplamente expressa no trato gastrointestinal, onde acredita- 
se que ela tenha função citoprotetora gástrica. A COX-2 não é detectada ou aparece 
somente em baixas concentrações no trato gastrointestinal (para revisão ver 
MARNETT e KALGUTKAR, 1999). Esta isoforma pode ser induzida por citocinas 
inflamatórias como IL-ip e TNFa, tanto em células residentes quanto migratórias 
(SEIBERT et al., 1994; BAKHLE e BOTTING, 1996).
As PGs não causam dor quando injetadas intradermicamente em humanos, mas 
causam hiperalgesia (CRUNKHORN e WILLIS, 1971; COLLIER et al., 1972). As PGs 
sensibilizam os nociceptores a estímulos mecânicos, térmicos ou químicos (MARTIN 
et al., 1987; DAVIS et al., 1993; KUMAZAWA et al., 1994).
FERREIRA et al. (1978) compararam os efeitos da PGE2 e PGI2 quanto ao tempo 
de latência e duração do efeito hiperalgésico. Os résultados mostraram que a PGI2
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tem tempo de latência e duração do efeito hiperalgésico mais curtos do que os da 
PGE2.
As PGs induzem sensibilização dos nociceptores por atuarem sobre a enzima 
adenilatociclase, num processo dependente de síntese protéica (LORENZETTI e 
FERREIRA, 1981). Isto produz um aumento dos níveis de AMPc/Ca"^  ^no nociceptor, 
resultando em uma facilitação do mesmo para a passagem do estímulo nervoso, 
gerando assim, um quadro de sensibilização do nociceptor (FERREIRA e 
NAKAMURA, 1979).
1.6 Catecoiaminas.
Vários estudos farmacológicos, fisiológicos e evidências clínicas demonstraram a 
influência da modulação simpática na sensibilização de nociceptores. Baseados no 
relato de WIENSENFELD e HALLIN (1984), NAKAMURA e FERREIRA (1987), 
demonstraram que noradrenalina, dopamina e SKF38393 (agonista seletivo de 
receptores Di para dopamina) podem sensibilizar diretamente os nociceptores, 
através da ativação da enzima adenilatociclase, com conseqüente aumento dos 
níveis de AMPc/Ca"^ .^ Os mesmo autores demonstraram que a depleção das aminas 
simpatomiméticas periféricas realizada pelo tratamento crônico com guanetidina, o 
tratamento com p-bloqueadores ou com um antagonista seletivo de receptores Di 
para dopamina (SCH 23390) reduzem significativamente a hiperalgesia induzida 
pela carragenina. Demonstraram, ainda, que o bloqueio da captação-1 pela cocaína 
potencializa a hiperalgesia induzida pela carragenina e aminas simpatomiméticas. 
Em conjunto, estes dados sugerem a existência de um componente simpático na
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hiperalgesia induzida por carragenina. Este componente pode ser predominante em 
condições dolorosas insensíveis ao tratamento com antiinflamatórios não 
esteroidais.
Sendo assim, outra forma de prevenir a dor inflamatória é via inibição do 
componente simpático. Segundo HANNINGTON (1974), as aminas 
simpatomiméticas medeiam alguns quadros de dor periférica no homem, sendo que, 
em algumas patologias, há uma notável relação entre a presença de hiperalgesia e a 
analgesia obtida pelo bloqueio simpático local com guanetidina. Em humanos, 
existem doenças neurológicas que podem ser acompanhadas por quadros de dor 
que são controlados por simpatolíticos, incluindo os p-simpatolíticos (VERRIL, 1984).
SATO et al. (1994) demonstraram a presença de receptores a2-adrenérgicos 
associados a fibras C polimodais. Os autores sugerem que estes receptores podem 
ter importante participação na excitação dos nociceptores cutâneos induzida pela 
norepinefrina em ratos com inflamação crônica.
1.7 Citocinas.
Embora as citocinas constituam um grupo diversificado de proteínas, um certo 
número de propriedades é compartilhado por estas moléculas (ABBA et al., 1999), 
quais sejam:
1) As citocinas são produzidas durante as fases de ativação e efetuação da 
imunidade inata e da imunidade específica e servem para mediar e regular 
as respostas imunes e inflamatórias;
2) A secreção de citocinas é um evento rápido e autolimitado;
3) Muitas citocinas individuais são produzidas por diversos tipos celulares;
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4) As citocinas atuam sobre tipos celulares diferentes;
5) As citocinas costumann exercer múltiplos efeitos sobre a mesma célula 
alvo;
6) As ações das citocinas são muitas vezes redundantes;
7) Algumas citocinas às vezes influenciam a síntese e a ação de outras;
8) As citocinas, como outros hormônios peptídicos, iniciam sua ação por 
ligação a receptores específicos nas superfícies das células-alvo;
9) A expressão de muitos receptores de citocinas é regulada por sinais 
específicos;
10) A maioria das respostas celulares às citocinas requer nova síntese de 
RNAm e de proteínas;
11) Para muitas células-alvo, as citocinas atuam como reguladoras da divisão 
celular, isto é, como fatores de crescimento.
1.7.1 Citocinas Pró-inflamatórias.
As citocinas TNFa, IL-ip, IL-6 e IL-8 são liberadas por uma grande variedade de 
células do sistema imune e podem produzir intensa hiperalgesia. Esta hiperalgesia é 
mediada indiretamente pela ativação dos dois componentes principais da dor 
inflamatória: o componente prostanóide e o componente simpático, que são capazes 
de sensibilizar os nociceptores, uma vez que a liberação destes mediadores é 
decorrente da liberação das citocinas IL-ip e IL-8, respectivamente (FERREIRA et 
al., 1978; NAKAMURA e FERREIRA, 1987; FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 
1991; CUNHA et al., 1992).
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Estudos realizados por BERNHEIM et al. (1980) demonstraram a liberação de 
PGs em resposta à IL-1. Baseados neste fato e devido à capacidade das PGs 
sensibilizarem os nociceptores, FERREIRA et al. (1988) investigaram se a IL-ip  
seria capaz de induzir hiperalgesia, utilizando o teste de hiperalgesia mecânica. 
Nestes estudos, os autores demonstraram que a IL-1(3 induz hiperalgesia de maneira 
dose-dependente e que o pré-tratamento das patas com indometacina (inibidor da 
COX) previne a hiperalgesia induzida pela IL-ip. Os autores sugeriram que a 
liberação local de produtos da COX (como as PGs) induzida pela IL-ip nas 
proximidades dos nociceptores contribui para a hiperalgesia.
Segundo CUNHA et al. (1991), a IL-8 também pode sensibilizar os nociceptores a 
estímulos mecânicos, causando hiperalgesia de maneira dose-dependente. A 
eficácia dos tratamentos realizados com antagonistas p-adrenérgicos, como atenolol 
e propranolol, antagonista seletivo de receptores Di para dopamina (SCH 23390) e 
guanetidina, bem como a ausência de bloqueio pelo tratamento com indometacina, 
sugerem o envolvimento do componente simpático na hiperalgesia induzida pela IL- 
8. Esta hipótese foi reforçada pelos seguintes resultados: 1 ) a hiperalgesia induzida 
pela carragenina foi parcialmente inibida pelo tratamento com um soro anti-IL-8; 2) a 
associação do soro anti-IL-8 com atenolol não obteve efeitos maiores do que 
aqueles induzidos por cada um destes agentes separadamente; e 3) a associação 
do soro anti-IL-8 com indometacina aboliu completamente a hiperalgesia induzida 
por carragenina. Dessa forma, a IL-8 foi o primeiro mediador endógeno a ser 
identificado como um indutor hiperalgésico que atua através da ativação do sistema 
nervoso autonômico simpático, independentemente do envolvimento de PGs 
(CUNHA et al.,1991).
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Estudos realizados em nosso laboratório têm demonstrado a participação 
adicional de outras citocinas na ativação do componente simpático da dor 
inflamatória. Estas citocinas possuem atividades quimiotáticas sobre diferentes tipos 
celulares e, por isso, são chamadas de quimiocinas. As quimiocinas estudadas 
foram: GROa, RANTES e CINC-1. Os resultados demonstraram que elas ativam o 
componente simpático da dor, pois o tratamento com atenolol a inibiu 
completamente, enquanto o tratamento com indometacina não alterou a hiperalgesia 
induzida por estes estímulos (artigo em preparação). Embora o perfil de atividades 
destas quimiocinas seja semelhante ao perfil da IL-8 (que na verdade também é uma 
quimiocina), a ação delas independe da participação da IL-8, pois o tratamento com 
anticorpo monoclonal para IL-8 não inibe os efeitos induzidos por GROa, RANTES 
ou CINC-1 (artigo em preparação).
A injeção local de IL-6 induz hiperalgesia mecânica de maneira dose- 
dependente. Este efeito é bloqueado pelo pré-tratamento com indometacina, mas 
não é afetado pelo pré-tratamento com atenolol, sugerindo que a IL-6, da mesma 
forma que a IL-ip, atue via ativação do componente de PGs. A hiperalgesia induzida 
pela IL-6 também foi inibida pelo pré-tratamento com um soro anti-IL-1|3, indicando 
que a IL-6 induz a liberação de IL-1|3 durante a hiperalgesia inflamatória (CUNHA et 
al., 1992).
O fator de necrose tumoral a  (TNFa) é uma potente citocina pró-inflamatória, 
capaz de induzir dor e hiperalgesia (CUNHA et al., 1992; PERKINS e KELLY, 1994; 
WOOLF et al., 1997). Estes efeitos parecem ser decorrentes de sua ação 
sensibilizante sobre os neurônios primários aferentes e da indução da expressão de 
outras proteínas pró-inflamatórias (JUNGER e SORKIN, 2000). Durante a resposta
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imune, inflamação ou injúria, o TNFa é sintetizado e liberado por vários tipos 
celulares, como queratinócitos, fibroblastos e neutrófilos e macrófagos infiltrantes 
(para revisão ver JUNGER e SORKIN, 2000).
O TNFa é considerado citocina pivô na cascata de liberação dos mediadores 
inflamatórios (Figura 1), uma vez que a administração de um estímulo inflamatório, 
como a carragenina, induz a produção de TNFa e este estimula a liberação de IL-6 e 
IL-ip, que ativam o componente de PGs e IL-8, que, por sua vez, ativa o 
componente simpático. Esta seqüência de liberação de citocinas que ocorre durante 
a hiperalgesia foi investigada com o uso de soros anti-citocinas (CUNHA et al., 
1992). Com a metodologia “tail flick” foi demonstrado que a hiperalgesia induzida 
por LPS também parece ser mediada por TNFa e IL-1p, e que o efeito do TNFa é 
mediado pela IL-ip (WATKINS et al., 1995).
Tomando por base os dados descritos anteriormente, uma possível seqüência de 
liberação de citocinas e outros mediadores envolvidos na hiperalgesia inflamatória é 
proposta na literatura (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema da possível cascata de mediadores envolvidos na sensibilização 
do nociceptor.
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1.7.2 Citocinas Antiinflamatórias.
Na última década um grupo de citocinas que possuem atividade inibitória sobre a 
produção de citocinas pró-inflamatórias tem sido descrito. As principais citocinas 
deste grupo são lL-4, IL-10, lL-13 e TGFp.
A IL-10 é uma citocina de 18 kD produzida por macrófagos ativados, por 
alguns linfócitos e por alguns tipos de células não-linfocíticas (como os 
queratinócitos). As principais atividades da IL-10 consistem na inibição da produção 
de citocinas (TNFa, iL-ip, IL-2 e quimiocinas) pelos macrófagos, bem como das 
funções acessórias dos macrófagos na ativação das células T (ABBA et al., 1999). 
Além disso, a IL-10 inibe a liberação de citocinas pró-inflamatórias por leucócitos 
polimorfonucleares humanos (CASSATELLA et al., 1993).
POOLE et al., (1995) investigaram o efeito da IL-10 sobre as atividades 
hiperalgésicas da carragenina, bradicinina, TNFa, IL-6, IL-1p, IL-8 e PGE2. Os 
resultados mostraram que a hiperalgesia induzida por carragenina e bradicinina foi 
inibida de maneira dose-dependente pelo pré-tratamento com IL-10. As respostas 
hiperalgésicas ao TNFa e IL-6 , mas não à IL-8 e PGE2, foram inibidas pelo pré- 
tratamento com IL-10. Estes dados eram esperados, pois a atividade hiperalgésica 
do TNFa depende da indução de IL-1(3 e IL-8 e a IL-10 inibe a produção de 
citocinas. A atividade da IL-6 também é mediada por outra citocina, a IL-1[3. Pelo 
contrário, a IL-8 induz aminas simpatomiméticas hiperalgésicas, que sensibilizam 
diretamente o nociceptor. A PGE2 também sensibiliza os nociceptores, e esta ação é 
insensível à inibição pela IL-10 (estes dados obtidos estão de acordo com a cascata 
de liberação de mediadores, proposta na Figura 1).
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Um resultado surpreendente foi a capacidade da IL-10 em inibir os efeitos da IL- 
ip . A IL-1p estimula a produção de PGs, as quais sensibilizam diretamente o 
noclceptor, ou seja, a IL-1p induz hiperalgesia por um mecanismo que não requer a 
produção de citocinas pró-inflamatórias sensíveis à IL-10. Além disso, experimentos 
in vitro utilizando células mononucleares periféricas humanas estimuladas com lL-ip  
ou LPS demonstraram que a IL-10 inibe de maneira dose-dependente a produção de 
PGE2 (POOLE et al., 1995).
A IL-10 endógena tem papel significativo, limitando a hiperalgesia inflamatória 
mediada por citocinas e isto é reforçado pelo fato de que, em ratos, a neutralização 
da IL-10 endógena por anticorpos monoclonais anti-ILIO potencializou as respostas 
hiperalgésicas induzidas por carragenina e TNFa. Estes dados sugerem que a IL-10 
bloqueia a hiperalgesia inflamatória induzida por carragenina e bradicinina por dois 
mecanismos: inibição da produção de citocinas e inibição da produção de PGE2 
induzida por iL-ip, este último efeito parece ser resultado da supressão, pela IL-10, 
da expressão da prostaglandina H sintetase-2 (GOX-2) (POOLE et al., 1995).
O TGFp atua sobre muitos tipos celulares diferentes. Esta propriedade é 
designada pleiotropismo. Esta citocina é importante porque antagoniza muitas das 
respostas pró-inflamatórias dos linfócitos. Além disso, age sobre leucócitos 
polimorfonucleares e células endoteliais, em grande parte para contrabalançar os 
efeitos das citocinas pró-inflamatórias. Segundo AHMAD et al. (1997), oTGFp é uma 
potente citocina antiinflamatória que pode modificar o crescimento, a diferenciação 
celular e ainda, diminuir a produção de IL-2 em ratos durante a septicemia. Em 
cultura de fibroblastos estimulados por iL-ip, o TGPp pode aumentar ou diminuir a 
produção de IL-6, dependendo da concentração de IL-ip utilizada para estimular as
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células (ELIAS et al., 1991). Em cultura de macrófagos alveolares expostos a pó de 
sílica, o TGFpi mostrou-se um importante regulador da liberação de eicosanóides 
TXB2 e PGE2, sendo que o TGPPi tanto endógeno quanto exógeno regula a 
produção de TXB2, mas somente o TGF|3i endógeno apresentou importante efeito 
regulador sobre a produção de PGE2 (0 RLINSKA e KUHN, 1995).
A interleucina-4 foi inicialmente identificada como uma citocina derivada de 
células T auxiliares, com aproximadamente 20 kD. Foi originalmente descrita (e 
chamada de fator-1 de estimulação de células B) por sua habilidade em estimular 
células B ativadas por um complexo anti-lgG a entrarem na fase S do ciclo celular 
(HOWARD et al., 1982). As principais fontes de IL-4 são os linfócitos T CD4' ,^ 
especificamente os da subpopulação Th2. Os mastócitos e os basófilos ativados, 
bem como algumas células T CDS"", são também capazes de produzir IL-4 (RYAN et 
al., 1997; ABBAS et al., 1999). A produção de IL-4 é rápida e transitória, com níveis 
detectáveis em 1 a 5 h e perda da expressão após 24 a 48 h (RYAN, 1997).
A IL-4 exerce efeitos pleiotrópicos que favorecem a resposta humoral (PAUL e 
OHARA, 1987). Certamente, o efeito mais importante da IL-4 é a sua participação no 
desenvolvimento de células T. Estudos realizados com camundongos demonstraram 
que as células Th podem ser divididas em dois subgrupos: aquelas que produzem 
IL-2, interferon y, fator de necrose tumoral p e aumentam a imunidade mediada por 
células (células Th l) e aquelas que produzem IL-4, lL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 e 
favorecem a resposta humoral, incluindo a produção de IgE (células Th2). A IL-4 
direciona o desenvolvimento da linhagem Th2 (RYAN, 1997).
A IL-4 induz a produção de IgE e lgG4 por células B, aumenta a expressão de 
CD23, induz antígenos do complexo principal de histocompatibilidade, IL-4R, CD40 e
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IL-2Rp. Em resposta à IL-4, os macrófagos aumentam a expressão de CD23 e a 
habilidade de apresentação de antígenos, entretanto, as respostas inflamatórias 
mediadas pelos macrófagos são inibidas, com a diminuição da produção de IL-1, IL- 
6, IL-8, TNF, H2O2, óxido nítrico e PGE2. As células endoteliais respondem à IL-4 
com aumento de expressão da molécula de adesão vascular 1 , enquanto diminui a 
expressão da molécula de adesão intercelular 1 e da molécula de adesão endotelial
1 (RYAN, 1997).
A lL-4 inibe a produção de IL-1|3, lL-6, lL-8 e TNFa (LORD e LAMB, 1996; 
TUNON de LARA et al., 1994). Além disso, a IL-4 pode suprimir respostas de 
hipersensibilidade tardia, como demonstrado em experimentos com animais ou 
humanos (ROCKEN et ai., 1996), possivelmente devido à sua capacidade de induzir 
respostas das células Th2.
Estudos têm demonstrado que, em adição ao seu papel como inibidora da 
síntese de citocinas inflamatórias, a IL-4 também inibe a indução de COX-2, com 
conseqüente redução na produção de PGs (SEITZ et al., 1994; ENDO et al., 1996). 
Ainda, em experimentos com culturas de macrófagos estimulados com IFNyou LPS, 
a IL-4 inibiu a produção de óxido nítrico, possivelmente pela inibição da atividade da 
enzima NOS (AL-RAMADI et al., 1992; LIEW et al., 1989; MARU e JACKSON,
1996).
Estudos realizados por HART et al. (1989) demonstraram que a IL-4 e a 
dexametasona inibiram em grau similar os níveis de TNFa e IL-ip liberados por 
monócitos em resposta ao LPS. Os autores sugerem que a IL-4 ou agonistas do 
receptor para a IL-4 possam ser utilizados terapeuticamente em conjunto, com 
doses menores de corticosteróides do que as atualmente utilizadas.
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A interleucina-13 é uma citocina de 15 kD, com quatro a-hélices, produzida 
por diferentes tipos celulares. Ela imita os efeitos da IL-4 em células não-linfóides, 
mas não substitui a IL-4 como um fator de diferenciação ou de crescimento para as 
células T ou B. As ações da IL-13 na célula endotelial, as quais incluem indução da 
molécula 1 de adesão à célula vascular e a produção de quimiocinas CC podem 
contribuir para o recrutamento de eosinófilos nos tecidos durante as reações imunes 
mediadas por células Th2 (ABBAS et al., 1999).
De uma maneira dose-dependente, a lL-13 aumenta a expressão dos 
antígenos da classe II do complexo principal de histocompatibilidade, CD13 E CD23, 
enquanto a expressão de CD64, CD32, CD16 e G D I4 é diminuída (para revisão ver 
ZURAWSKI e VRIES, 1994).
Em monócitos humanos estimulados com LPS, a produção e a expressão de 
IL-1a, IL-ip, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, MIP-1a, GROp e TNFa, foram diminuídas com o 
tratamento com IL-13, enquanto a secreção do antagonista de receptor para a IL-1 
(IL-lra) foi aumentada (MINTY et al., 1993; de WALL MALEFYT et al., 1993). Efeitos 
semelhantes foram observados para a IL-4 e IL-10 (de WALL MALEFYT et al., 
1991).
As funções antiinflamatórias da IL-13 parecem ser cruciais em certas 
condições clínicas, como a artrite reumatóide (WILLIAMS et al., 1992) e o choque 
séptico (MUCHAMUEL, et al., 1997; MATSUKAWA et al., 2000). Nesta última 
condição, a IL-13 confere proteção contra a endotoxemia letal induzida por LPS ou a 
peritonite séptica induzida por ligação e perfuração cecal em camundongos, 
possivelmente pela modulação das respostas inflamatórias via inibição das produção
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de citocinas e quimiocinas inflamatórias nos tecidos (MUCHAMUEL, et al., 1997; 
MATSUKAWA et al., 2000).
Além de seu efeito sobre a síntese de citocinas pró-inflamatórias, a IL-13 
mostrou-se um potente inibidor da expressão da COX-2 em monócitos humanos 
estimulados com LPS (ENDO et al., 1996). Tanto em fibroblastos sinoviais em 
repouso, como estimulados por TNFa, a IL-13 inibiu de maneira significante a 
liberação de PGE2 (SEITZ et al., 1996).
As similaridades nas funções biológicas da IL-13 e IL-4 são decorrentes das 
homologias seqüenciais e estruturais e podem ser explicadas pela observação de 
que seus receptores compartilham um componente comum. Os receptores para a IL-
4 (IL-4R) e para a IL-13 (IL-13R) são multiméricos e compartilham pelo menos uma 
cadeia, chamada de IL-4R a. Estudos recentes têm demonstrado a existência de 
dois tipos de IL-4R: um constituído pela IL-4R a  e a cadeia y, e o segundo 
constituído pelo IL-4R a  e o IL-13R a l, envolvido na transdução de sinais tanto da 
IL-4 quanto da IL-13. Receptores específicos para a IL-13 são resultados da 
associação entre a IL-4R a e o IL-13R a 2 ou entre dois IL-13R a  (para revisão ver 
CHOMARAT e BANCHEREAU, 1998; CALLARD et al., 1996; MURATA et al., 1998).
Apesar destas similaridades, as atividades biológicas da IL-13 são mais restritas 
do que aquelas da IL-4, porque a IL-13 não age sobre células T humanas e murinas, 
devido à falta de receptores para a IL-13 nos linfócitos T dessas espécies (para 
revisão ver CHOMARAT e BANCHEREAU, 1998).
Monócitos ativados produzem grandes quantidades de IL-10, que agem de 
maneira autócrina, suprimindo a produção de outras citocinas. A IL-13 e a IL-4
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continuam a exercer potentes efeitos inibitórios sobre a produção de citocinas por 
monócitos ativados, mesnno em presença de anticorpos monoclonals para IL-10, 
sugerindo que os efeitos inibitórios da IL-13 e IL-4 não estão relacionados com a 
produção endógena de IL-10 (para revisão verZURAWSKI e VRIES, 1994).
A partir dos efeitos descritos para a IL-10, podemos incluí-la na seqüência de 
liberação das citocinas que induzem hiperalgesia, apresentada na Figura 1 e, dessa 
forma, teremos o esquema da Figura 2. A Figura 2 também indica possíveis 
posições onde poderiam ser inseridas a IL-4 e a IL-13. O presente trabalho foi 
desenvolvido com o propósito de investigar estes possíveis pontos de inserção 
destas citocinas.
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Figura 2 - Esquema da possível cascata de mediadores envolvidos na sensibilização 
do nociceptor, indicando os pontos de inserção da IL-10 e as etapas nas quais a 
participação da IL-4 e da IL-13 será investigada (?).
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2 OBJETIVOS
Nossos objetivos no presente trabalho forann investigar:
1) os efeitos da IL-4 e IL-13 sobre a hiperalgesia induzida por carragenina, 
bradicinina, TNF a, IL-ip, IL-8 e PGE2;
2) o papel da IL-4 e IL-13 endógenas durante a hiperalgesia, utilizando, para 
isto, anticorpos monoclonais específicos;
3) a origem celular da IL-4 e IL-13 durante a hiperalgesia inflamatória.
MATERIAIS E MÉTODOS
Materiais e Métodos - 28
3 MATERIAIS E MÉTODOS
3.1 Animais experimentais.
Em nossos experimentos foram utilizados ratos machos Nude-Rowett e Wistar. 
Os ratos Wistar foram provenientes do Biotério do Setor de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal do Paraná. Os animais pesavam entre 130 a 180 g e 
permaneciam no mínimo 2 dias no Biotério Setorial do Departamento de 
Farmacologia da Universidade Federal do Paraná antes dos experimentos, com livre 
acesso a água e ração, ciclo claro/escuro de 12/12  h e temperatura controlada (22 a 
25°C). Para a realização dos experimentos, os animais foram transferidos ao 
laboratório e aguardou-se cerca de 2 h para a ambientação dos mesmos.
3.1.1 Ratos atímicos
Os ratos machos Nude-Rowett foram provenientes do Instituto Butantã. A 
ausência de timo nestes animais foi confirmada por análise histopatológica e pelo 
ensaio de proliferação de esplenócitos utilizando concavalina- A (Con-A). Para ratos 
Wistar, as respostas proliferativas (incorporação de timidina tritiada, contagens por 
minuto (c.p.m.)) para a Con-A (5 i^g/ml) foram: somente meio de cultura = 1.320 ± 
140 c.p.m., Con-A = 12.316 ± 940 c.p.m. e para os ratos Nude-Rowett, somente 
meio de cultura = 1.050 ± 1 2 8  c.p.m., Con-A = 970 ± 90 c.p.m. (CUNHA et al., 
1999).
Neste estudo, os ratos atímicos foram utilizados para investigar se os linfócitos 
eram o tipo celular responsável pela liberação local de IL-4 ou IL-13. Avaliou-se
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então, nestes animais, o efeito do pré-tratamento com anticorpos monoclonais (igG) 
específicos para IL-4 e IL-13 sobre a hiperalgesia induzida por bradicinina.
3.2 Teste Nociceptivo de Hiperalgesia Mecânica.
Para a avaliação da hiperalgesia utilizou-se uma modificação da técnica de 
RANDALL e SELITTO (1957), realizada por FERREIRA et ai. (1978). O esquema do 
aparelho utilizado nesta metodologia é apresentado na Figura 1 . O animal é 
colocado sobre uma plataforma (PL) em posição de decúbito ventral. Uma das mãos 
do experimentador fica sobre o dorso do animal mantendo-o sobre o aparelho e a 
outra mão posiciona uma das patas
posteriores entre a plataforma e a barra (B). Quando o experimentador aciona o 
pedal (P), um cronômetro digital é simultaneamente ativado. O ar proveniente de um 
compressor é dirigido para o sentido 1 e ao acionar o pedal, aciona-se a válvula 
solenóide, que direciona o ar para dentro da seringa de teflon (sentido 2), 
empurrando o êmbolo com uma pressão constante de 20 mmHg (indicada pelo 
manômetro, M) contra a pata. Esta pressão é controlada através da válvula de 
escape (V). O pedal é desativado pelo experimentador e a pressão interrompida 
quando o animal apresenta o quadro característico da reação de dor, caracterizado 
por diminuição dos movimentos de fuga, seguido de alterações na freqüência 
respiratória, o aparecimento eventual de fasciculações (sucessivas ondas de 
contração muscular) no dorso e o deslocamento discreto da cabeça do animal em 
direção à pata.
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Figura 3: Esquema do aparelíio usado para medir hiperalgesia mecânica. O rato 
é colocado sobre a plataforma (PL) e sua pata posicionada entre a mesma e a barra 
(B). O ar é pressionado constantemente para dentro do sistema, mas a válvula 
solenóide (VS) normalmente dirige-o na direção 1 . O pedal (P) ativa 
simultaneamente um cronômetro elétrico (Cr) e a válvula solenóide, dirigindo o fluxo 
de ar para dentro da seringa de teflon (direção 2). O aumento de pressão no sistema 
empurra o pistão (Pi) contra a pata. A pressão final dentro do sistema (indicada pelo 
manômetro, M) permanece no valor desejado através da válvula de escape (V).
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A intensidade de hiperalgesia é expressa como a diferença (delta; A) entre a 
latência (tempo que o animal demora para apresentar a reação nociceptiva) basal 
(antes de qualquer injeção) e a latência verificada 3 h após a injeção dos estímulos 
hiperalgésicos.
A latência basal (ou tempo de reação) em animais normais varia em torno de 
30 s. Uma diminuição neste tempo ocasionada pela injeção de estímulos 
hiperalgésicos (latência pós-estímulos) indica o desenvolvimento de hiperalgesia. 
Portanto, a intensidade de hiperalgesia é quantificada através da seguinte fórmula:
A tempo de reação (segundos) = latência basal - latência 3 h após a injeção 
dos estímulos.
3.3 Drogas
Foram utilizadas as seguintes drogas: carragenina (FMC Corporation, 
Philadelphia, E.U.A.), prostaglandina E2, bradicinina, dextrana e composto 48/80 
(Sigma Chemical Co., St Louis, E.U.A).
Todas as drogas utilizadas neste trabalho foram diluídas com solução salina 
0,9% estéril.
3.4 Citocinas
As citocinas recombinantes humanas utilizadas neste estudo foram provenientes 
do National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) e gentilmente 
cedidas pelo Dr. Stephen Poole.
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Foram utilizadas : IL-ip (lote 86/680), IL-4 (lote 88/656), IL-8 (lote 89/520), IL-13 
(lote 94/622) e TNFa (lote 87/650). As atividades específicas destas citocinas são: 
IL-ip: 100,000 unidades internacionais (Ul)/1 |j.g/ampola), IL-4: 1,000 UI/0,1 
|ig/ampola, IL-8: 1,000 UI/1 |ig/ampola, IL-13: 1,000 UI/1 |ig/ampola e TNFa: 40,000 
UI/1 |j.g/ampola.
3.5 Anticorpos monoclonais
Os anticorpos monoclonais (IgG) específicos para IL-4: BVDG e 11B11 murinos 
foram produzidos administrando os hibridomas em camundongos nude previamente 
administrados com pristane. As ascites foram colhidas e os anticorpos purificados 
por precipitação com sulfato de amônio. Os hibridomas foram gentilmente cedidos 
pelo Professor F. Liew, University of Glasgow, Inglaterra. O anticorpo monoclonal 
(IgG) específico para IL-13 humana foi proveniente do NIBSC e gentilmente doado 
pelo Dr. Stephen Poole. Anticorpos monoclonais controles foram gentilmente doados 
pelo Prof. Dr. Sérgio Henrique Ferreira, da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 
USP.
3.6 Depleção de mastócitos em patas de ratos
Dl ROSA et ai, (1971), descreveram a propriedade de desgranulação do 
composto 48/80 sobre os mastócitos. O composto 48/80 pode inserir-se na 
membrana plasmática e ativar diretamente uma proteína G, o que resulta na 
liberação de segundos mensageiros como o diacilgiicerol e inositol trifosfato (IP3)
Materiais c Métodos - 33
(MOUSLI et al., 1990 a, b). Esses mediadores induzem aumento da concentração 
intracelular de Ca'^ ,^ que mobiliza e induz a liberação dos grânulos mastocitários.
Neste estudo, o composto 48/80 foi utilizado para caracterizar se essas 
células eram o tipo celular responsável pela liberação local de IL-4 ou IL-13. Dessa 
maneira, o composto 48/80 foi administrado diariamente pela via i.pl., em volume de 
50 |il, durante quatro dias, nas doses de 1 ^.g/pata (primeiro dia), 3 |j,g/pata (segundo 
dia) e 10 |ig/pata (terceiro e quartos dias). CUNHA et al. (1999), utilizando análises 
histopatológicas descreveram a eficácia do tratamento crônico com composto 48/80 
em depletar os mastócitos em patas de ratos.
Avaliou-se então, nos animais tratados com 48/80 (depletados de mastócitos), 
o efeito do pré-tratamento feito com anticorpos monoclonais (IgG) específicos para 
lL-4 e IL-13 sobre a hiperalgesia induzida por bradicinina.
3.7 Delineamento dos procedimentos experimentais.
Em todos os experimentos, inicialmente, os animais foram submetidos ao 
teste de hiperalgesia mecânica para a avaliação da latência basal.
A IL-4, IL-13 ou os anticorpos monoclonais específicos para estas citocinas 
sempre foram administradas por via i.pl., num volume de 50 i^l, 30 min antes da 
injeção dos diferentes estímulos hiperalgésicos.
Os estímulos hiperalgésicos utilizados neste trabalho foram carragenina, 
bradicinina, TNFa, IL-1p, IL-8 e PGEa e sempre foram administrados num volume de
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100 |j,l, por via i.pl., nas mesmas patas já tratadas com as citocinas ou com seus 
respectivos anticorpos.
A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h após a indução da hiperalgesia 
em todos os protocolos experimentais. O intervalo de 3 h foi escolhido pelo fato de 
que, nesta metodologia, as doses dos estímulos utilizados induzem seus picos 
hiperalgésicos neste tempo (FERREIRA et al., 1988, 1993; CUNHA et al., 1991, 
1992; POOLE, et al., 1995).
Os grupos controles receberam injeções de salina 0,9%, num volume de 50 
|il, i.pl., 30 min antes da administração dos estímulos hiperalgésicos. Estes grupos 
foram avaliados em paralelo com seus grupos experimentais, no sentido de evitar 
possíveis influências externas sobre os resultados.
Os animais depletados com 48/80 receberam, no 5° dia, injeções dos 
anticorpos monoclonais específicos para a IL-4 e IL-13 ou dos anticorpos 
monoclonais controles. Trinta min depois, os mesmos animais foram injetados com 
bradicinina nas patas depletadas de mastócitos e previamente tratadas.
Nos experimentos com ratos atímicos, os anticorpos monoclonais específicos 
para a IL-4 e IL-13 ou os anticorpos monoclonais controles foram injetados 30 min 
antes da bradicinina.
Com o propósito de se evitar qualquer direcionamento do resultado por parte 
do experimentador, todos os experimentos foram realizados no sistema duplo-cego, 
ou seja, um experimentador preparou as soluções, um segundo injetou e um terceiro 
quantificou a intensidade de hiperalgesia.
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3.8 Análise estatística dos resultados.
Os resultados são apresentados como médias aritméticas de grupos de 5 
animais acompanhadas de seus respectivos erros padrão da média (E.P.M.). A 
análise estatística dos dados foi realizada pelo teste “t” de Student não pareado para 
comparações entre cada grupo experimental e seu respectivo controle e pelo teste 
de análise de variância (ANOVA) para comparações entre mais de dois grupos. 
Quando este último acusou diferenças com nível de significância P < 0,05, 
procedeu-se a realização do teste de Bonferroni. Os resultados com P < 0,05 foram 
considerados significativos.
RESULTADOS
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4 RESULTADOS
4.1 Efeito da IL-4 e IL-13 sobre as respostas hiperalgésicas induzidas por 
carragenina, bradicinina e TNFa
O pré-tratamento com lL-4 nas doses de 2,5; 5,0 e 10 ng inibiu de maneira dose 
dependente a hiperalgesia induzida por carragenina (36, 65 e 81%, respectivamente. 
Figura 4). Com a dose de 10 ng de IL-4 observou-se efeito inibitório máximo, pois a 
dose de 20 ng não foi mais eficiente do que a de 10 ng em inibir a hiperalgesia 
induzida por carragenina.
Quando os estímulos hiperalgésicos utilizados foram a bradicinina e o TNFa, o 
tratamento realizado com IL-4 (2,5; 5,0 e 10 ng) também inibiu os efeitos 
hiperalgésicos induzidos por estes estímulos de maneira dose-dependente 
(bradicinina: 33, 53 e 84%, respectivamente. Figura 6; TNFa: 6, 55 e 86%, 
respectivamente. Figura 8).
O pré-tratamento com IL-13 nas doses de 2,5; 5,0 e 10 ng inibiu de maneira dose 
dependente a hiperalgesia induzida por carragenina (39, 67 e 88%, respectivamente. 
Figura 5). Assim como obsen/ado para a IL-4, a dose de 10 ng de IL-13 teve efeito 
máximo sobre a hiperalgesia induzida por carragenina.
Quando a hiperalgesia foi induzida por bradicinina, as doses de 2,5; 5,0 e 10 ng 
de IL-13 inibiram esta hiperalgesia em 14, 55 e 79%, respectivamente (Figura 7). 
Estas mesmas doses de IL-13 inibiram a hiperalgesia induzida por TNFa em 17, 52 
e 82%, respectivamente (Figura 9).
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Figura 4: Efeito da IL-4 sobre a liiperalgesia induzida por carragenina (Cg). A
IL-4 (2,5-20 ng/50 |il, i.pl.) ou solução salina fisiológica 0.9% (0, 50 |il, i.pl.) foram 
injetadas na pata posterior direita dos animais, 30 min antes da injeção de 
carragenina (100 p.g/100 |il, i.pl.). A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h após 
a injeção da carragenina. Cada valor representa a média ± E.P.M. do delta do tempo 
de reação de 5 animais por grupo. Asteriscos (*) indicam diferença com P < 0,05 
quando comparado com o grupo controle (C) (ANOVA seguida pelo teste de 
Bonferroni).
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Figura 5: Efeito da iL-13 sobre a hiperalgesia induzida por carragenina (Cg). A
IL-13 (2,5-20 ng/50 |il, i.pl.) ou solução salina fisiológica 0.9% (0, 50 i^l, i.pl.) foram 
injetadas na pata posterior direita dos animais, 30 min antes da injeção de 
carragenina (100 |ig/100 |xl, i.pl.)- A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h após 
a injeção da carragenina. Cada valor representa a média ± E.P.M. do delta do tempo 
de reação de 5 animais por grupo. Asteriscos (*) indicam diferença com P < 0,05 
quando comparado com o grupo controle (C) (ANOVA seguida pelo teste de 
Bonferroni).
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Figura 6: Efeito da lL-4 sobre a hiperalgesia induzida por bradicinina (BK). A IL-
4 (2,5-10 ng/50 |il, i.pl.) ou solução salina fisiológica 0.9% (C, 50 fil, i.pl.) foram 
injetadas na pata posterior direita dos animais, 30 min antes da bradicinina (500 
ng/100 |j.l, i.pl.). A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h após a injeção da 
bradicinina. Cada valor representa a média ± E.P.M. do delta do tempo de reação de
5 animais por grupo. Asteriscos (*) indicam diferença com P < 0,05 quando 
comparado com o grupo controle (C) (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 7: Efeito da IL-13 sobre a hiperalgesia induzida por bradicinina (BK). A
IL-13 (2,5-10 ng/50 )il, i.pl.) ou solução salina fisiológica 0.9% (C, 50 )il, i.pl.) foram 
injetadas na pata posterior direita dos animais, 30 min antes da bradicinina (500 
ng/100 l^i, i.pl.). A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h após a Injeção da 
bradicinina. Cada valor representa a média ± E.P.M. do delta do tempo de reação de
5 animais por grupo. Asteriscos (*) indicam diferença com P < 0,05 quando 
comparado com o grupo controle (C) (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 8: Efeito da IL-4 sobre a hiperalgesia induzida por fator de necrose 
tumoral a (TNFa). A IL-4 (2,5-10 ng/50 |il, i.pl.) ou solução salina fisiológica 0.9%  
(C, 50 |il, i.pl.) foram injetadas na pata posterior direita dos animais, 30 min antes da 
injeção de TNFa (2,5 pg/100 )il, I.pl.). A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h 
após a injeção do TNFa. Cada valor representa a média ± E.P.M. do delta do tempo 
de reação de 5 animais por grupo. Asteriscos (*) indicam diferença com P < 0,05 
quando comparado com o grupo controle (C) (ANOVA seguida pelo teste de 
Bonferroni).
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Figura 9: Efeito da IL-13 sobre a liiperalgesia induzida por fator de necrose 
tumoral a (TNFa). A IL-13 (2,5-10 ng/50 |j.l, i.pl.) ou solução salina fisiológica 0.9%  
(C, 50 |il, i.pl.) foram injetadas na pata posterior direita dos animais, 30 min antes da 
injeção de TNFa (2,5 pg/100 {xl, i.pl.). A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h 
após a injeção do TNFa. Cada valor representa a média ± E.P.M. do delta do tempo 
de reação de 5 animais por grupo. Asteriscos (*) indicam diferença com P < 0,05 
quando comparado com o grupo controle (C) (ANOVA seguida pelo teste de 
Bonferroni).
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4.2 Ausência de efeito da IL-4 e IL-13 sobre as respostas hiperalgésicas 
induzidas por IL-ip, IL-8 e PGE2.
A IL-4 ou a IL-13 foram administradas na dose de 10 ng, i.pl. e 30 min depois, as 
mesmas patas receberam injeção de IL-ip (0.5 pg, Figuras 10 e 11, painéis A), IL-8 
(100 pg. Figuras 10 e 11, painéis B) ou PGE2 (100 ng. Figuras 10 e 11, painéis C). A 
intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h após as injeções destes estímulos. 
Conforme mostram as Figuras 10 e 11, os tratamentos feitos com IL-4 ou IL-13 não 
afetaram a hiperalgesia provocada por estes estímulos.
4.3 Efeito da IL-4 e IL-13 administradas em diferentes tempos sobre a 
hiperalgesia induzida por IL-1p e IL-8.
O tratamento com IL-4 (10 ng/50 i^l, i.pl.) ou IL-13 (10 ng/50 |il, i.pl.) em uma das 
patas dos animais foi realizado com uma única injeção 2 ou 12 h ou com duas 
injeções 12  e 2 h antes da administração de IL-1p (0,5 pg/100 ,^1, i.pl.) ou IL-8 (100 
pg/100 |il, i.pl.). No grupo controle (C) foi administrado solução salina 0,9% 2 h antes 
da injeção de IL-1 p ou IL-8.
A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h após a injeção dos estímulos.
A IL-4 ou a IL-13 injetadas 2 h antes da administração de IL-ip não afetaram a 
resposta hiperalgésica induzida por esta citocina (Figuras 12 e 13). O tratamento 
realizado com IL-4 12 h antes da injeção da IL-1p inibiu a hiperalgesia em 30%. Esta 
inibição foi maior quando os animais receberam duas injeções i.pl. de 10 ng de IL-4 
(74%, Figura 12 ). O tratamento realizado com uma única injeção de IL-13 12  ou
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duas injeções 12  e 2 h antes da injeção da IL-ip inibiu a hiperalgesia enn 35 e 77%, 
respectivamente (Figura 13).
A iiiperalgesia induzida pela IL-8 não foi afetada pelo tratamento com IL-4 ou 
com IL-13 administradas 2, 12 ou 12+2 h (Figuras 14 e 15).
(s ‘oeãeaj ap oduia) op v) 
ejsa6|ej3djq ap apepjsua}u|
:3 CO ^  +1
O çç
Q . 0  C  ^
1  ^ — ® CL — i  _ CO
g  E c
^  o ■= « 
c  CO <D 
O  Q . 
OCO o
<
. CO
w  o
■È c o 
S o  «CO Q  >  
-  CO
m -O §
2  « ^. t :  CL CO
<D £  Z , 8  
0? ^  ^  «
-  g  “  O)
I  %
J i  «  CO CL
d  o cilE
o CO "o. o 
■ g
ço
CO
E
c
CO
CO
o
■D
.§o
CO
£
0
■o
o
Q.
E
a>-t->
o
•o
CO -*—* 
0) 
T3
N ® 
3 ^
■O (0^  CO ^  CO 
c  CO D ) o  
■o C L -a
l - l i t  
O) ■— ^  0)
5  E  3  - -
S -g
® ^  0) §■ 
0) Q . Ç  ™
£  ■“  CO 
■ g  -  Q - C O  
CO = l _ r  CO
3  8 .3 ; !
5  5 ^ 8 "O  vP -I— O
õ  05 O) (ç 
®  °  IO S
® 5? o" ^
■o CO
«0 0 
« Õ
1 ^ 0  0 
3  -  -a -D
< C o 0
=  ICO "D
. .  CO O" (0o CO 2 [O 
«  o  «  c  5 'g, 1  0
§)-3 E.Ç  
i l
:3
o
0
• § l
2
tõ
J j  Q . 
~  o
< r ICO ^ c
o  c
§■ SE -a
D) 3  
Q. 0
"D
«  s
■« 3 - 
. i
C  CO
CO s
^  (n
o o
-o  o
o  A
'2 , 0. 
CO ^  
£
0 o
■a ü .
o SQ . o  
E 00 0 'i
o
•D 
CO -♦—» 
0 
•D
O
■o
Q .
uJ
ca
E
o
ü
CO
o
■aCO
"co
C O .
(s‘o|de3j epoduiaiop v) 
ejS36|ejad!i| ap apep!sue)u|
5 -2 +1O CO
— « ■q) ^  
Q- ® c
S ^Q . ^
«
CO
E
ccc
(0
f- - oo .t (0 -D LO E R- O
ICO
O
CO
0)
0
■D
O
Q .
E
o
^  o  ^  «
c  C O  ^  0
0 o ^C- W o  Q
CO 2  ^  ^T  c o
-J S o  í5—  CO o  >
<  <n
<N o m ^
UJ liJ  O
O  CO O  "a
ü. Q_ «  CO
® I  g 8 O
0 0  ^  CO " O
d  5 “  D) o
j  'i- m  CO ^
C Q .  0  > -  O— += .E 0
1 W  CO Q. d  §.
O  CO "q .  o
^  CO — 3
(0x>
Q .^  E 
■H g o  -B3 C Q 0
w
rL o  ^  0
■o COc COm^ B ■on CO
w 00) ’c
O )
n9^ E0> CO
Q . o!E s—
(0
V Q., _2
o
(0 ■5 .
CO 0
1 in- j
0
(0■o
2 Oi
ó
0) CO0) 0■o D)
n 'O
ü 0c 'co<0) M—m3
<
CO_c
■ ■ "cõ
CO
(0 0ICO
3 o<3
^  CO <  'O 
—  Q .
’cO
Q . CO 
CO
- I  
^  >  
O  ®  
° õ
g S
in S
C5 O)
0 ■♦—»
CO -
o  -S
^  2  Í2 íõ 
V  Q .
—  O  
< c 
-#-*
oQ. 0 
3  T3
§ . - 8
•S  ^  
. i  - 2  
CO + -
m  in
0 °  "O o
o A
•S. 9  ^
2  m
« s
2 E 0? 
g S  d  
o
0  0  T3 -a
o  0
CO
ca.-a “
CO
.?  õ  -D ■= 
I L  CO CO <
0
"D
o
■O
Q .
Lli
Eo
t )
COo-o
CO
Io
Resultados - 48
.ÍS ^
w 'w
Q> ^
o> o
S 'S .  
0) (0
.2- £  
■c d)
<U *0
■o o
<D Q.
■O E
_o
W O
c -o
<
IL-4 (10 ng/pata)
IL-1 p (0,5 pg/pata)
Figura 12: Efeito da IL-4 administrada em diferentes tempos sobre a 
hiperalgesia induzida por IL-ip. A IL-4 (10 ng/50 |ii, i.pl.) ou solução salina 
fisiológica 0.9% (C, 50 ixl, i.pl.) foram injetadas na pata posterior direita dos animais, 
2, 12 ou 12 + 2 h antes da injeção da IL-ip (0,5 pg/100 |il, i.pl.). A intensidade de 
hiperalgesia foi avaliada 3 h após a injeção da IL-1|3. Cada valor representa a média 
± E.P.M. do delta do tempo de reação de 5 animais por grupo. Asteriscos (*) indicam 
diferença com P < 0,05 quando comparado com o grupo controle (C) (ANOVA 
seguida pelo teste de Bonferroni).
Resultados - 49
IL-1 p (0,5 pg/pata)
Figura 13: Efeito da iL-13 administrada em diferentes tempos sobre a 
hiperaigesia induzida por IL-lp. A IL-13 (10 ng/50 |il, i.pl.) ou solução salina 
fisiológica 0.9% (C, 50 |^ l, i.pl.) foram injetadas na pata posterior direita dos animais,
2, 12 ou 12 + 2 h antes da injeção da IL-ip (0,5 pg/100 |il, i.pl.). A intensidade de 
hiperaigesia foi avaliada 3 h após a injeção da IL-ip. Cada valor representa a média 
± E.P.M. do delta do tempo de reação de 5 animais por grupo. Asteriscos (*) indicam 
diferença com P < 0,05 quando comparado com o grupo controle (C) (ANOVA 
seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 14: Efeito da IL-4 administrada em diferentes tempos sobre a 
liiperalgesia induzida por iL-8. A IL-4 (10 ng/50 fil, i.pl.) ou solução salina 
fisiológica 0.9% (C, 50 |il, i.pl.) foram injetadas na pata posterior direita dos animais, 
2, 12 ou 12 + 2 h antes da injeção da IL-8 (100 pg/100 |il, i.pl.). A intensidade de 
hiperalgesia foi avaliada 3 h após a injeção da IL-8. Cada valor representa a média ± 
E.P.M. do delta do tempo de reação de 5 animais por grupo. A IL-4 não alterou o 
delta do tempo de reação dos animais tratados com IL-8 em nenhum dos tempos (P
> 0,05; ANOVA).
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IL-8 (100 pg/pata)
Figura 15: Efeito da IL-13 administrada em diferentes tempos sobre a 
hiperalgesia induzida por IL-8. A IL-13 (10 ng/50 i^l, i.pl.) ou solução salina 
fisiológica 0.9% (C, 50 |j.l, i.pl.) foram injetadas na pata posterior direita dos aninnais,
2, 12 ou 12 + 2 h antes da injeção da IL-8 (100 pg/100 i^l, i.pl.). A intensidade de 
hiperalgesia foi avaliada 3 h após a injeção da IL-8. Cada valor representa a média ± 
E.P.M. do delta do tempo de reação de 5 animais por grupo. A IL-13 não alterou o 
delta do tempo de reação dos animais tratados com IL-8 em nenhum dos tempos (P
> 0,05; ANOVA).
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4.4 Potencialização pelos anticorpos monoclonais (IgG) específicos para IL-4 
ou para iL-13 das respostas hiperalgésicas Induzidas por carragenina, 
bradicinina e TNFo, mas não por IL-ip e IL-8.
Os anticorpos monoclonais para a IL-4 murina, 11B11 (50 |ig/50 |j.l/pata) e BVDG 
(50 |ig/50 |o.l/pata), e o anticorpo monoclonal controle C Ab (50 |j.g/50 ^il/pata), foram 
injetados 30 min antes da administração i.pl. de carragenina (10 |ig/100 |j.l/pata, 
Figura 16), bradicinina (50 ng/100 |il/pata, Figura 18) e TNFa (0.25 pg/100 |j,l/pata, 
Figura 20). O tratamento com o anticorpo monoclonal para a IL-4 potencializou as 
respostas hiperalgésicas medidas 3 h após a injeção destes estímulos. O anticorpo 
monoclonal 11B11 potencializou as respostas da carragenina em 347%, bradicinina 
em 269% e TNFa em 380%. O anticorpo monoclonal BVDG potencializou a 
hiperalgesia induzida pela carragenina em 345%, bradicinina em 279% e TNFa em 
328%. Os efeitos hiperalgésicos induzidos por IL-ip (0,05 pg/100 )il/pata. Figura 22) 
ou IL-8 (10 pg/100 )il/pata. Figura 24) não foram afetados pelos pré-tratamentos com 
o anticorpo monoclonal 11B11 (50 |ig/50 |il/pata) ou anticorpo controle 0  Ab (50 
|ig/50 |o.l/pata).
Em comparação com o anticorpo controle, o anticorpo monoclonal para IL-13 (IL- 
13 Ab, 50 iig/50 |il/pata) injetado 30 min antes da carragenina (10 )j,g/100 ^il/pata, 
Figura 17), bradicinina (50 ng/100 )il/pata. Figura 19) e TNFa (0.25 pg/100 |j,l/pata. 
Figura 21) potencializou as respostas induzidas por estes estímulos em 265, 212 e 
214%, respectivamente. Os efeitos hiperalgésicos induzidos por IL-ip (0,05 pg/100 
|il/pata. Figura 23) ou IL-8 (10 pg/100 |xl/pata. Figura 25) não foram afetados pelo 
pré-tratamento com o anticorpo monoclonal IL-13 Ab.
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Figura 16: Efeito de anticorpos monoclonais para IL-4 (IL-4 Ab), 11B11 e BVDG 
sobre a hiperalgesía induzida por uma pequena dose de carragenina (Cg). Os
anticorpos monoclonais para IL-4 (50 }xg/50 |il, i.pl.), anticorpo controle (C Ab, 50 
|ig/50 |i,l, i.pl.) ou solução salina fisiológica 0,9% (C, 50 |il, i.pl.) foram injetados 30 
min antes da administração de carragenina (10 |ig/100 i^l, i.pl.). A intensidade de 
hiperalgesia foi avaliada 3 h após a injeção da carragenina. Cada valor representa a 
média ± E.P.M. do delta do tempo de reação de 5 animais por grupo. Asteriscos (*) e 
cerquilhas (#) indicam diferença com P < 0,05 quando comparado com o grupo 
controle (C) ou com o grupo anticorpo controle (C Ab), respectivamente (ANOVA 
seguida pelo teste de Bonferroni).
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L-13 Ab
Cg (10(1 g/pata)
Figura 17 Efeito do anticorpo monoclonal para IL-13 (IL-13 Ab) sobre a 
hiperalgesia induzida por uma pequena dose de carragenina (Cg). O anticorpo 
monoclonal para IL-13 (50 |j.g/50 |il, i.pl.), anticorpo controle (C Ab, 50 iig/50 |il, i.pl.) 
ou solução salina fisiológica 0,9% (C, 50 )j,l, i.pl.) foram injetados 30 min antes da 
administração de carragenina (10 |ig/100 |il, i.pl.). A intensidade de hiperalgesia foi 
avaliada 3 h após a injeção da carragenina. Cada valor representa a média ± E.P.M. 
do delta do tempo de reação de 5 animais por grupo. Asteriscos (*) e cerquilhas (#) 
indicam diferença com P < 0,05 quando comparado com o grupo controle (C) ou 
com o grupo anticorpo controle (C Ab), respectivamente (ANOVA seguida pelo teste 
de Bonferroni).
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Figura 18: Efeito de anticorpos monoclonais para IL-4 (IL-4 Ab), 11B11 e BVDG 
sobre a hiperalgesia induzida por uma pequena dose de bradicinina (BK). Os
anticorpos monoclonais para IL-4 (50 |o.g/50 |i,l, i.pl.), anticorpo controle (C Ab, 50 
|ig/50 |il, i.pl.) ou solução salina fisiológica 0,9% (C, 50 |il, i.pl.) foram injetados 30 
min antes da administração de bradicinina (50 ng/100 |o.l, i.pl.). A intensidade de 
hiperalgesia foi avaliada 3 h após a injeção da bradicinina. Cada valor representa a 
média ± E.P.M. do delta do tempo de reação de 5 animais por grupo. Asteriscos (*) e 
cerquilhas (#) indicam diferença com P < 0,05 quando comparado com o grupo 
controle (C) ou com o grupo anticorpo controle (C Ab) (ANOVA seguida pelo teste de 
Bonferroni).
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Figura 19: Efeito do anticorpo monocional para IL-13 (IL-13 Ab), sobre a 
hiperalgesia induzida por uma pequena dose de bradicinina (BK). O anticorpo 
monocional para IL-13 (50 ^ig/50 |xl, i.pl.), anticorpo controle (C Ab, 50 |ig/50 i^l, i.pl.) 
ou solução salina fisiológica 0,9% (C, 50 |i.l, i.pl.) foram injetados 30 min antes da 
administração de bradicinina (50 ng/100 |j.l, i.pl.). A intensidade de hiperalgesia foi 
avaliada 3 h após a injeção da bradicinina. Cada valor representa a média ± E.P.M. 
do delta do tempo de reação de 5 animais por grupo. Asteriscos (*) e cerquilhas (#) 
indicam diferença com P < 0,05 quando comparado com o grupo controle (C) ou 
com o grupo anticorpo controle (C Ab) (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 20: Efeito de anticorpos monoclonais para IL-4 (IL-4 Ab), 11B11 e BVDG 
sobre a hiperalgesia induzida por uma pequena dose TNFoc. Os anticorpos 
monoclonais (50 |ig/50 |il, i.pl.), anticorpo controle (C Ab, 50 iig/50 |^ l, i.pl.) ou 
solução salina fisiológica 0,9% (C, 50 |il, i.pl.) foram injetados 30 min antes da 
injeção de TNFa (0,25 pg/100 i^l, i.pl.). A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h 
após a injeção do TNFa. Cada valor representa a média ± E.P.M. do delta do tempo 
de reação de 5 animais por grupo. Asteriscos (*) e cerquilhas (#) indicam diferença 
com P < 0,05 quando comparado com o grupo controle (C) ou com o grupo anticorpo 
controle (C Ab) (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 21: Efeito do anticorpo monoclonal para IL-13 (IL-13 Ab), sobre a 
hiperalgesia induzida por uma pequena dose TNFa. O anticorpo monoclonal para 
a IL-13 (50 |ig/50 |o,l, i.pl.), anticorpo controle (C Ab, 50 |o.g/50 |il, i.pl.) ou solução 
salina fisiológica 0,9% (C, 50 |j,l, i.pl.) foram injetados 30 min antes da injeção de 
TNFa (0,25 pg/100 i^l, i.pl.). A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h após a 
injeção do TNFa. Cada valor representa a média ± E.P.M. do delta do tempo de 
reação de 5 animais por grupo. Asteriscos (*) e cerquilhas (#) indicam diferença com 
P < 0,05 quando comparado com o grupo controle (C) ou com o grupo anticorpo 
controle (C Ab) (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 22: Ausência de efeito do anticorpo monocionai para IL-4 (IL-4 Ab), 
11B11 sobre a liiperaigesia induzida por uma pequena dose de IL-1p. O
anticorpo monocionai 11611(50 iig/50 nl, i.pl.), anticorpo controle (C Ab, 50 |ig/50 |xl, 
i.pl.) ou solução salina fisiológica 0,9% (C, 50 i^l, i.pl.) foram injetados 30 min antes 
da injeção da IL-ip (0,05 pg/100 |o.l, i.pl.). A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 
h após a injeção da IL-ip. Cada valor representa a média ± E.P.M. do delta do 
tempo de reação de 5 animais por grupo. O pré-tratamento dos animais com 11 B11 
não alterou os efeitos hiperalgésicos induzidos pela IL-ip (P >0,05; ANOVA).
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Figura 23: Ausência de efeito do anticorpo monocionai para IL-13 (iL-13 Ab), 
sobre a hiperaigesia induzida por uma pequena dose de IL-1p. O anticorpo 
monocionai para a IL13 (50 |ig/50 p.1, i.pl.), anticorpo controle (C Ab, 50 iig/50 |il, 
i.pl.) ou solução salina fisiológica 0,9% (C, 50 |il, i.pl.) foram injetados 30 min antes 
da injeção da IL-ip (0,05 pg/100 |o.l, i.pl.). A intensidade de hiperaigesia foi avaliada 3 
h após a injeção da IL-ip. Cada valor representa a média ± E.P.M. do delta do 
tempo de reação de 5 animais por grupo. O pré-tratamento dos animais com o AblL- 
13 não alterou os efeitos hiperalgésicos induzidos pela IL-1p (P > 0,05; ANOVA).
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Figura 24: Ausência de efeito do anticorpo monoclonal para IL-4 (iL-4 Ab), 
11B11 sobre a hiperalgesia induzida por uma pequena dose de IL-8. O anticorpo 
monoclonal 11B11 (50 |j.g/50 |il, i.pl.), anticorpo controle (C Ab, 50 |ig/50 |liI, i.pl.) ou 
solução salina fisiológica 0,9% (C, 50 i^l, i.pl.) foram injetados 30 min antes da 
injeção de IL-8 (10 pg/100 |j.I, i.pl.). A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h 
após a injeção do estímulo hiperalgésico. Cada valor representa a média ± E.P.M. 
do delta do tempo de reação de 5 animais por grupo. O pré-tratamento dos animais 
com 11B11 não alterou os efeitos hiperalgésicos induzidos pela IL-8 (P > 0,05; 
ANOVA).
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Figura 25: Ausência de efeito do anticorpo monoclonal para IL-13 (IL-13 Ab), 
sobre a hiperalgesia induzida por uma pequena dose de IL-8. O anticorpo 
monoclonal para a IL-13 (50 |ig/50 |il, i.pl.), anticorpo controle (C Ab, 50 |ig/50 |j.l,
i.pl.) ou solução salina fisiológica 0,9% (C, 50 )i.l, i.pl.) foram injetados 30 min antes 
da injeção de IL-8 (10 pg/100 |xl, i.pl.). A intensidade de hiperalgesia foi avaliada 3 h 
após a injeção do estímulo hiperalgésico. Cada valor representa a média ± E.P.M. 
do delta do tempo de reação de 5 animais por grupo. O pré-tratamento dos animais 
com AblL-13 não alterou os efeitos hiperalgésicos induzidos pela IL-8 (P > 0,05; 
ANOVA).
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4.5. Potencialização pelo anticorpo monoclonal para IL-4 da híperalgesia 
induzida por bradicinina em ratos atímicos (Nude Rowett).
Em ratos atímicos, o anticorpo monoclonal para IL-4, BVDG (50 |ig/50 
|il/pata), e o anticorpo controle C Ab (50 |ig/50 jil/pata) foram injetados 30 min antes 
da administração de bradicinina (50 ng/100 |il, i.pl.). O BVDG potencializou em 101% 
a Intensidade de hiperalgesia medida 3 h após a injeção de bradicinina (Figura 26 
A).
4.6. Ausência de potencialização pelo anticorpo monoclonal para IL-4 do efeito 
hiperalgésico induzido pela bradicinina em patas de ratos depletadas de 
mastócitos.
Em animais cujas patas foram depletadas de mastócitos pelo tratamento local 
(i.pl.) com o composto 48/80 foi injetado BVGD (50 |ig/50 M,l/pata) e 30 min após as 
mesmas patas foram injetadas com bradicinina (50 ng/100 |il).
Nestes animais não se observou a potencialização da resposta hiperalgésica 
induzida pela bradicinina, enquanto em animais controle (não depletados) houve um 
aumento de resposta na ordem de 104% (figura 26 B). A intensidade de hiperalgesia 
foi medida 3 h após a injeção de bradicinina.
4.7 Detecção da resposta hiperalgésica à dextrana através do anticorpo 
monoclonal para IL-4.
A injeção de dextrana (200 |ig/100 |xl/pata) na pata posterior direita de ratos 
Wistar não causa hiperalgesia. O anticorpo monoclonal para IL-4, BVDG (50 |ig/50 
|xl/pata), mas não o anticorpo controle C Ab (50 ^g/50 |il/pata), injetado 30 min antes
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da dextrana tornou as patas sensíveis à esta, e possibilitou a detecção de uma 
resposta hiperalgésica, medida 3 h após a injeção da dextrana (Figura 26 C).
4.8 Efeito do anticorpo monoclonal para IL-13 sobre as respostas 
hiperalgésicas induzidas por bradicinina em ratos atímicos.
Diferentemente do efeito observado em ratos Wistar (Figura 19), a injeção do 
anticorpo monoclonal para IL-13 (50 |xg/50 |il, i.pl.) em ratos Nude-Rowett, 30 min 
antes da injeção de bradicinina (50 ng/100 |il/pata) não potencializou a resposta 
hiperalgésica causada pela bradicinina ( Figura 27A).
4.9 Efeito da depleção de mastócitos em patas de ratos Wistar sobre a 
potencialização da hiperalgesia induzida pela bradicinina através do anticorpo 
monoclonal para IL-13.
A depleção de mastócitos em patas tratadas com o composto 48/80 não 
afetou o efeito potencializador do anticorpo monoclonal para IL-Í3 (IL-13 Ab, 50 
|j.g/50 |il, i.pl.) sobre a hiperalgesia induzida pela bradicinina (50 ng/100 |xl/pata. 
Figura 27B).
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5 DISCUSSÃO
A dor inflamatória é decorrente da produção e liberação aumentadas de 
mediadores químicos a partir de tecidos lesados. Estes mediadores estimulam 
receptores específicos nos neurônios sensoriais nociceptivos, levando à ativação ou 
sensibilização destas fibras (BACCAGLINI e HOGAN, 1983).
As pesquisas envolvendo a detecção de substâncias responsáveis pela 
sensibilização das fibras nociceptivas têm demonstrado um número de mediadores 
endógenos pró-inflamatórios cada vez maior. Dentre estas substâncias encontramos 
ininas, várias citocinas, aminas simpatomiméticas, eicosanóides, entre outras 
(CRONSTEIN, 1998).
Por outro lado, a lista de inibidores endógenos da inflamação tem permanecido 
pequena. Neste grupo encontramos glicocorticóides, mediadores lipídicos, 
adenosina, inibidores endógenos de citocinas pró-inflamatórias e citocinas 
antiinflamatórias (CRONSTEIN, 1998).
A IL-10, TGPp, IL-4 e IL-13 pertencem ao grupo de citocinas que possui 
propriedades antiinflamatórias. Estas propriedades decorrem da capacidade destas 
citocinas de diminuir a liberação de citocinas pró-inflamatórias, como TNFa, IL-ip, 
IL-6, IL-8, IFNy e algumas quimiocinas (CHOMARAT, et al., 1995; DELEURAN et 
al., 1995; HART et al., 1988; MORI et al., 1995; JORDAN et al., 1997; SEITZ et al., 
1996).
A IL-13 compartilha várias atividades com a IL-4, entre elas, a indução da síntese 
de Ig04 e IgE (PUNNONEN et al.,1993). Indução da expressão de CD23 em 
monócitos e células B (PUNNONEN et al.,1993), estimulação da proliferação de
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células B (COCKS et al., 1993), aumento da secreção de IL-1ra por monócitos e 
polimorfonucleares estimulados (DELEURAN et aí., 1995; VANNIER et al., 1992; 
FENTON et al., 1992) e inibição da indução das enzimas COX-2 e NOS-2, 
envolvidas na produção de prostaglandinas e óxido nítrico, respectivamente 
(ALAAEDDINE et al., 1999; HART et al., 1988; SEITZ et al., 1996).
As citocinas pró-inflamatórias medeiam a hiperalgesia induzida por diversos 
estímulos. Por outro lado, a IL-4 e a IL-13 atuam na estimulação do sistema imune e 
na inibição da inflamação. Estas citocinas Inibem a liberação de TNFa, IL-ip, IL-6 e 
IL-8 (de WALL MALEFYT et al., 1991; 1993), e podem, por este motivo, ter 
importante papel no controle da gênese da dor inflamatória
Dessa forma, no presente trabalho, nosso objetivo foi investigar os efeitos anti- 
hiperalgésicos da IL-4 e IL-13, utilizando um método de hiperalgesia mecânica (teste 
de pressão em patas de ratos). Neste método, a carragenina e a bradicinina têm 
sido empregadas para induzir inflamação (CUNHA et al., 1992; FERREIRA et al., 
1993). Estas substâncias também são utilizadas para induzir inflamação em outros 
modelos, como, por exemplo, na metodologia de incapacitação articular em ratos 
(TONUSSI e FERREIRA, 1992; TONUSSI e FERREIRA, 1997 ).
No modelo por nós utilizado, a carragenina causa hiperalgesia através da 
liberação de bradicinina, a qual inicia a liberação de uma cascata de citocinas 
(FERREIRA et al., 1993). A bradicinina estimula a liberação de TNFa, que é 
considerado uma citocina pivô nesta cascata porque induz a liberação de: a) IL-6 e 
IL-lp, que estimulam a produção dos metabólitos da COX (FERREIRA et al., 1988; 
CUNHA et al., 1992) e b) IL-8 que estimula a produção de aminas simpatomiméticas 
(CUNHA et al., 1991).
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Em nossos estudos demonstramos que o pré-tratamento i.pl com 2,5 ; 5,0 ou 10 
ng de IL-4 inibe de maneira dose-dependente a hiperalgesia Induzida por 
carragenina (36, 65 e 81%, respectivamente. Figura 4). A hiperalgesia induzida pela 
bradicinina também foi inibida de maneira dose-dependente pelo pré-tratamento com
2,5 ; 5,0 ou 10 ng de IL-4 (33, 53 e 84%, respectivamente. Figura 6).
A administração local de IL-13 (2,5; 5,0 ou 10 ng, i.pl.) inibiu de maneira dose- 
dependente as respostas hiperalgésicas induzidas pela carragenina (39, 67 e 88%, 
respectivamente. Figura 5) e bradicinina (14, 55 e 79%, respectivamente. Figura 7).
Nesta primeira etapa de nossos estudos observamos que a dose de 10 ng de IL- 
4 ou IL-13 causou a inibição máxima da hiperalgesia induzida por carragenina e 
bradicinina, pois mesmo duplicando-se esta dose, o efeito anti-hiperalgésico destas 
citocinas não é aumentado. Este efeito anti-hiperalgésico da IL-4 e IL-13 parece ser 
conseqüência da sua capacidade em inibir a produção das citocinas pró- 
inflamatórias, já que na hiperalgesia induzida pela carragenina, a bradicinina é 
formada e inicia a liberação de TNFa (TIFFANY e BURCH, 1989; FERREIRA et al., 
1993). O TNFa, por sua vez, é o pivô de liberação de outras citocinas.
Com a mesma metodologia que nós utilizamos, POOLE et al. (1995), 
demonstraram que a IL-10 inibe a hiperalgesia induzida por TNFa.
Investigamos em seguida, os efeitos da IL-4 sobre a hiperalgesia induzida pelo 
TNFa. A injeção de IL-4 (2,5; 5,0 ou 10 ng, i.pl.) 30 min antes da injeção de TNFa  
inibiu de maneira dose-dependente a hiperalgesia induzida por este estímulo (6, 55 
e 86%, respectivamente. Figura 8). A dose de 10 ng inibiu completamente a resposta 
induzida pelo TNFa.
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O pré-tratamento intraplantar com 2,5 ; 5,0 ou 10 ng de IL-13 inibiu de maneira 
dose-dependente a hiperalgesia induzida porTNFa (17, 52 e 82%, respectivamente. 
Figura 9). A maior dose de IL-13 inibiu completamente a resposta induzida pelo 
TNFa.
O TNFa induz hiperalgesia através da liberação de IL-6 e IL-1(3 (CUNHA et al., 
1992) que ativam o componente de PGs e IL-8, que ativa o componente simpático. 
O fato de que a maior dose utilizada tanto de IL-4 quanto de IL-13 inibem 
completamente a hiperalgesia induzida pelo TNFa sugere que estas citocinas estão 
impedindo a liberação ou a ação da IL-6, IL-ip e IL-8, que formam o elo entre o 
TNFa e os componentes que sensibilizam diretamente os nociceptores, ou seja as 
PGs e as aminas simpatomiméticas.
Conforme já citamos na introdução deste trabalho, o LPS induz hiperalgesia 
através da liberação de uma cascata de mediadores, da mesma forma que a 
carragenina. Portanto, este estímulo também é utilizado com o objetivo de induzir a 
liberação dos mediadores finais.
Resultados obtidos em nosso laboratório demonstraram que a hiperalgesia 
induzida pelo LPS pode ser inibida completamente pelo pré-tratamento realizado 
com IL-13 (dados não mostrados).
Em estudos paralelos demonstramos que a liberação in vitro de IL-ip por 
macrófagos murinos ativados por LPS foi parcialmente inibida pelo pré- tratamento 
das células com IL-4 (CUNHA et al., 1999).
Os dados obtidos por POOLE et al. (1995) demonstraram que o pré-tratamento 
por 30 min com IL-10 inibiu a hiperalgesia induzida por IL-1p, em cerca de 75%,
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mostrando um papel anti-hiperalgésico potente para esta citocina inibitória. Esse 
resultado foi considerado surpreendente, pois a IL-ip estimula a produção de PGs, 
as quais sensibilizam diretamente o nociceptor, ou seja, a IL-ip induz hiperalgesia 
por um mecanismo que não requer a produção de citocinas pró-inflamatórias 
sensíveis à IL-10. Neste mesmo estudo, experimentos in vitro utilizando células 
mononucleares periféricas humanas estimuladas com IL-ip ou LPS demonstraram 
que a IL-10 inibe de maneira dose-dependente a produção de PGE2.
Nosso próximo passo foi investigar os efeitos da IL-4 e IL-13 sobre a hiperalgesia 
induzida pela IL-ip. O pré-tratamento com IL-4 (10 ng, i.pl.) por 30 min (Figura 10A) 
ou 2 h (Figura 12) não alterou a hiperalgesia induzida por IL-ip. O mesmo resultado 
foi obtido com o pré-tratamento realizado com IL-13 (10 ng, i.pl.) por 30 min (Figura 
11A) ou 2 h (Figura 13).
Por outro lado, quando o pré-tratamento com IL-4 ou IL-13, nas mesmas doses 
previamente utilizadas foi realizado uma única vez 12 h antes ou duas vezes, 12 e 2 
h antes da administração da IL-ip, a hiperalgesia induzida por esta citocina foi 
inibida. O pré-tratamento com IL-4 por 12 h inibiu a hiperalgesia induzida pela IL-ip 
em 30% e as duas injeções feitas 12 e 2 h antes, preveniram a instalação desta 
hiperalgesia (cerca de 74%, Figura 12). A IL-13 inibiu de maneira similar a 
hiperalgesia induzida pela IL-ip (35 e 77%, para pré-tratamento realizados 12 h ou 
12 e 2 h, respectivamente, Figura 13).
Em estudos paralelos realizados por nosso grupo, demonstramos os efeitos da 
IL-4 sobre a produção de PGE2 por macrófagos ativados por LPS (CUNHA et 
al.,1999). A IL-4 inibiu de maneira dose-dependente a produção de PGE2 somente
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quando os macrófagos foram pré-tratados com IL-4 por 12 h. O tratamento com IL-4 
realizado 2 h antes da injeção de IL-ip não afetou a produção deste prostanóide. 
Estes dados corroboram os resultados obtidos na metodologia de pressão em patas 
de ratos, onde somente os pré-tratamentos com IL-4 por 12 (uma injeção) ou 12 e 2 
h (duas injeções) foram capaz de inibir os efeitos hiperalgésicos induzidos pela IL- 
1p. Estes resultados são consistentes com a hiperalgesia induzida pela IL-ip via 
liberação de PGs (FERREIRA et al., 1988; SEIBERT et al., 1994).
Os resultados obtidos com o tratamento realizado com a injeção i.pl. de lL-10 
demonstraram ausência de efeitos desta citocina sobre a hiperalgesia induzida pela 
IL-8 (POOLE et al., 1995).
Nosso próximo passo foi investigar os efeitos da IL-4 e IL-13 sobre a hiperalgesia 
mecânica induzida pela IL-8.
Estudos realizados por CUNHA et al. (1991) , utilizando o mesmo teste de 
hiperalgesia mecânica por nós utilizado, demonstraram que a IL-8 induz hiperalgesia 
através da liberação de aminas simpatomiméticas, pois a hiperalgesia induzida por 
esta citocina foi inibida completamente pelo tratamento com p-bloqueadores ou 
antagonistas seletivos de receptores Di para dopamina. As aminas 
simpatomiméticas sensibilizam diretamente o nociceptor a estímulos mecânicos 
(NAKAMURA e FERREIRA, 1987).
Os resultados obtidos neste estudo que demonstram a ausência de efeitos da IL- 
4 (10 ng, i.pl.) injetada 30 min (Figura 10B), 2, 1 2 o u 1 2 e 2 h  (Figura 12) antes da 
injeção de IL-8 sugerem que a IL-4 não é capaz de inibir a produção ou a liberação 
de aminas simpatomiméticas, pois a IL-8 induz hiperalgesia mecânica dependente 
da participação das aminas (CUNHA et ai., 1991).
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A ausência de efeitos da IL-13 (10 ng, l.pl.) injetada 30 min (Figura 11B), 2, 12 ou
12 e 2 h (Figura 15) antes da administração de IL-8 também foi constatada, ou seja, 
esta citocina inibitória não atua inibindo a produção de aminas induzida pela IL-8.
Estes resultados reforçam a sugestão de que a hiperalgesia induzida pela IL-8 
resulta da liberação de outros mediadores, que não os produtos da ciclooxigenase 
(CUNHA et aí., 1991).
Os efeitos da IL-10 também foram investigados sobre a hiperalgesia mecânica 
induzida pela PGE2. Os dados mostraram que a IL-10 não é capaz de alterar a 
hiperalgesia induzida por este estímulo (POOLE et ai., 1995).
Em seguida, investigamos os efeitos da IL-4 e IL-13 sobre a hiperalgesia Induzida 
por PGE2.
A injeção i.pl. de PGE2 não foi inibida pelo pré-tratamento por 30 min com IL-4 
(10 ng, i.pl., Figura 10C) ou IL-13 (10 ng, i.pl.. Figura 11C). Este resultado é 
consistente com o fato de que a PGE2 é um mediador hiperalgésico final, que 
sensibiliza diretamente o nociceptor (FERREIRA et al., 1981).
Utilizando um anticorpo monoclonal para a IL-10, POOLE et al. (1995) 
demonstraram que esta citocina possui um importante papel endógeno, limitando o 
desenvolvimento da hiperalgesia inflamatória induzida por carragenina e TNFa, mas 
não por IL-8. As doses dos estímulos hiperalgésicos utilizados foram 10 vezes 
menores do que aquelas empregadas usualmente na indução da hiperalgesia 
mecânica, para possibilitar a detecção da modulação inibitória realizada pela IL-10. 
Dessa forma, o pré-tratamento com o anticorpo monoclonal para a IL-10 
potencializou a hiperalgesia induzida por pequenas doses de carragenina e TNFa.
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Em nossos estudos utilizamos protocolo semelhante para avaliar a participação 
endógena da IL-4 e IL-13 no processo hiperalgésico, ou seja, utilizamos pequenas 
doses de carragenina, bradicinina, TNFa, IL-ip e IL-8 e observamos se o pré- 
tratamento com anticorpos monoclonais para IL-4 ou para a IL-13 era capaz de 
potencializar a hiperalgesia induzida por estes estímulos.
As respostas hiperalgésicas induzidas pela carragenina (Figura 16), bradicinina 
(Figura 18) e TNFa (Figura 20) foram potencializadas pelo tratamento com dois 
diferentes anticorpos monoclonais para IL-4, o BVDG e o 11B11, mas não pelo 
anticorpo controle.
O anticorpo monoclonal para IL-13, mas não o anticorpo controle, também 
potencializou a hiperalgesia induzida por pequenas doses de carragenina (Figura 
17), bradicinina (Figura 19) e TNFa (Figura 21).
Tanto a administração do anticorpo monoclonal para a IL-4, quanto do anticorpo 
monoclonal para a IL-13 não alterou a resposta hiperalgésica induzida pela IL-ip  
(Figuras 22 e 23) ou IL-8 (Figuras 24 e 25).
Estes dados sugerem fortemente que a IL-4 e a IL-13 endógenas possuem 
importante papel no controle da hiperalgesia inflamatória. A inatividade dos 
anticorpos monoclonais para IL-4 e IL-13 em potencializar os efeitos hiperalgésicos 
da IL-ip (Figuras 13 e 27) sugere que o principal efeito dessas citocinas endógenas 
na hiperalgesia inflamatória é a inibição da liberação de citocinas e não a inibição da 
síntese de prostaglandinas, as quais sensibilizam diretamente os nociceptores 
(FERREIRA e LORENZETTI, 1981; NAKAMURA e FERREIRA, 1987).
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A hiperalgesia induzida pela IL-8 também não foi potencializada pelo tratamento 
com anticorpos monoclonais para a IL-4 e IL-13 (Figuras 14 e 28). A IL-8 atua 
através da liberação de aminas simpatomiméticas e os dados sugerem que a IL-4 e 
IL-13 não interferem neste processo.
No intuito de avaliar se os efeitos inibitórios da IL-4 e IL-13 eram mediados pela 
IL-10, ZURAWSKI e VRIES (1994), observaram que a IL-4 e IL-13 continuaram a 
inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias por monócitos ativados, mesmo em 
presença de anticorpos monoclonais para a IL-10, sugerindo que os efeitos 
supressivos destas citocinas não estão relacionados à produção endógena de IL-10. 
Os mesmos autores observaram, ainda, que os efeitos modulatórios da IL-13 sobre 
monócitos permanecem em presença de anticorpos monoclonais específicos para a 
IL-4, sugerindo que a IL-13 age independentemente da IL-4. Estes dados podem 
sugerir que um estímulo que induza a liberação de qualquer uma destas citocinas 
inibitórias, pode contribuir para o controle da dor inflamatória, pois a atividade 
antiinflamatória de uma citocina parece ser independente da participação da outra. 
No entanto, mais estudos precisam ser realizados no intuito de esclarecer esta 
hipótese.
A IL-4 e a lL-13 são liberadas principalmente por linfócitos Tha e por mastócitos 
(LORD e LAMB, 1996; TUNON de LARA et al., 1994; BURD et al., 1995). Em nossos 
estudos, montamos um protocolo para determinar quais desses tipos celulares estão 
liberando IL-4 e IL-13 durante a hiperalgesia inflamatória.
A participação dos linfócitos T foi investigada com o uso de ratos da linhagem 
Nude-Rowett, os quais não possuem timo (a ausência do timo foi confirmada por 
análise histopatológica e pelo ensaio de proliferação de esplenócitos). Para avaliar a
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participação dos mastócitos, utilizamos animais depletados destas células com o 
tratamento crônico com o composto 48/80 (Dl ROSA et al., 1971).
Testamos a capacidade de anticorpos monoclonais para IL-4 e IL-13 em 
potencializar os efeitos hiperalgésicos induzidos pela injeção i.pl. bradicinina em 
ratos atímicos e em ratos depletados de mastócitos.
Os dados de que o anticorpo monoclonal para a IL-4 potencializou o efeito 
hiperalgésico da bradicinina em ratos atímicos (figura 26A), mas não em animais 
depletados de mastócitos (Figura 26B) sugerem fortemente que os mastócitos são a 
origem da IL-4 que está limitando a hiperalgesia inflamatória.
A confirmação das evidências de que os mastócitos são a origem da IL-4 foi 
obtida em um experimento com dextrana que é uma substância que desgranula 
mastócitos (NISHIDA et al., 1978; NISHIDA e TOMIZAWA, 1980). A injeção local de 
dextrana em patas traseiras de ratos induz a formação de edema. Estudos têm 
demonstrado que a liberação de histamina e serotonina pelos mastócitos é 
responsável pela formação do edema induzido pela dextrana (NISHIDA e 
TOMIZAWA, 1980; NISHIDA et al., 1978).
Embora a dextrana seja um potente indutor de edema, a administração i.pl. de 
dextrana não induz hiperalgesia mecânica em ratos (Figura 26C). Porém o pré- 
tratamento por 30 min realizado com o anticorpo monoclonal para a IL-4, BVDG, 
possibilita a detecção de hiperalgesia mecânica induzida pela dextrana, ou seja, com 
a realização do tratamento com o anticorpo monoclonal para a IL-4, a dextrana é 
capaz de induzir hiperalgesia (medida 3 h depois), em ratos não previamente 
sensíveis a este agente (Figura 26C).
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Além de liberar histamina, os mastócitos ativados por um estímulo como a 
dextrana liberam vários outros mediadores, que podem ser divididos em três grupos: 
mediadores pré-formados, associados a grânulos; mediadores derivados de lipídeos 
e citocinas, entre elas, a lL-4 (METCALFE et al., 1997). Isto pode sugerir que a 
injeção local de dextrana não causa hiperalgesia porque induz a liberação da IL-4. O 
fato de que o tratamento com o anticorpo monoclonal para a IL-4 possibilita a 
detecção de hiperalgesia induzida pela dextrana demonstra a presença da IL-4 na 
modulação inibitória dos efeitos hiperalgésicos da dextrana.
Por outro lado, o anticorpo monoclonal para a IL-13 potencializou a hiperalgesia 
induzida pela bradicinina nos animais depletados de mastócitos (figura 27B) e não 
teve efeito algum nos animais atímicos (figura 27A). Estes dados sugerem que os 
mastócitos não são os tipos celulares responsáveis pela liberação endógena de IL- 
13, mas que os linfócitos podem ser a origem da IL-13.
Nossos dados sugerem que embora a IL-4 e a IL-13 possuam ações muito 
parecidas na modulação da hiperalgesia inflamatória, as células que estão liberando 
estas duas citocinas durante a hiperalgesia parecem ser diferentes: a lL-4 pode estar 
sendo liberada por mastócitos residentes e a IL-13 por linfócitos T.
Com os resultados obtidos neste trabalho, podemos incluir a participação da 
IL-4 e IL-13 na cascata de liberação de citocinas apresentada na Figura 2, e assim, 
teremos o esquema da Figura 28, e concluir que:
1) a IL-4 e a IL-13 possuem atividades anti-hiperalgésicas. Elas inibem de 
maneira dose-dependente a hiperalgesia mecânica induzida por estímulos 
liberadores de citocinas como carragenina, bradicinina e TNFa. Seus
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efeitos inibitórios avaliados 3 h após o início da resposta hiperalgésica 
parecem ser, portanto, conseqüência da inibição da liberação de citocinas 
pró-inflamatórias, como o TNFa , a IL-ip e a IL-8;
2) na fase tardia da resposta hiperalgésica essas citocinas antiinflamatórias, 
IL-4 e IL-13, podem estar inibindo a expressão de COX-2, uma vez que 
tanto o tratamento com a IL-4 quanto com a IL-13 feito 12 h antes da IL-1p, 
inibiu a hiperalgesia mecânica induzida por esta citocina, e a IL-ip induz 
hiperalgesia dependente da participação de PGs;
3) as células responsáveis pela liberação destas citocinas durante a 
hiperalgesia inflamatória são diferentes: a IL-4 parece ser liberada por 
mastócitos residentes e a IL-13 por linfócitos T;
4) estímulos como a carragenina e o LPS induzem reações inflamatórias, e 
em paralelo induzem hiperalgesia. Esta hiperalgesia, que pode ser 
quantificada experimentalmente, é o resultado da liberação de mediadores 
pró- e antiinflamatórios. Nossos dados mostram a importância das 
citocinas antiinflamatórias endógenas liberadas num processo 
hiperalgésico, pois o tratamento realizado com anticorpos monoclonais 
para IL-4 ou IL-13 potencializa os efeitos hiperalgésicos induzidos pela 
carragenina, bradicinina e TNFa. Esta potencialização é conseqüência da 
predominância de mediadores pró-inflamatórios, uma vez que os
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anticorpos monoclonais neutralizaram os efeitos dos mediadores 
inibitórios. Por outro lado, estímulos como a dextrana revelam que, quando 
há a liberação predominante de mediadores inibitórios, como a IL-4, o 
processo hiperalgésico não ocorre. Dessa forma, circunstâncias que levem 
à liberação maciça de mediadores antiinflamatórios são capazes de 
controlar a hiperalgesia. O desenvolvimento de substâncias que estimulem 
a liberação destes mediadores pode ser uma alternativa terapêutica para o 
controle da dor inflamatória.
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Figura 28 Esquema da possível cascata de liberação de mediadores envolvidos na 
sensibilização do nociceptor, indicando os pontos de inserção da IL-10, IL-4 e IL-13.
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7 SUMMARY
1. The present study investigates the effect of interleukin-4 (lL-4) and interleukin-13 
(IL-13) on responses to intraplantar injection of carrageenin, bradykinin, tumour 
necrosis factor a  (TNFa), interleukin-1|3 (IL-ip) interleukin-8 (IL-8) and 
prostaglandin E2 (PGE2) in a model of mechanical hyperalgesia in rats. The role 
of endogenous IL-4 and IL-13 in limiting Inflannmatory hyperalgesia induced by 
different stimuli and the cellular sources of the IL-4 and IL-13 were aiso 
investigated.
2. IL-4 or IL-13, injected 30 min before administration of the stimuli, inhibited 
hyperalgesic responses induced by injection of carrageenin, bradykinin and 
TNFa, but not that induced by IL-ip, IL-8 and PGE2. When IL-4 or IL-13 were 
injected 12 or 12 + 2 h before the injection of IL-ip, inhibition happened. However 
in the case of IL-8 injection no inhibition was observed. These data suggest that 
in the early phase of the hyperalgesic response, IL-4 and IL-13 appearto achieve 
their effects by inhibiting the production of hyperalgesic cytokines (e.g. TNFa and 
IL-ip). In the later phase of the hyperalgesic response, the effect of IL-4 and IL-13 
aIso may result from inhibition of the expression of COX-2.
3. Two monoclonal antibodies to IL-4 and one monodonal antibody to IL-13 injected 
30 minutes before intraplantar injections of carrageenin, bradykinin and TNFa 
potentiated responses, measured 3 h after injection of these agents. These data 
suggest that endogenous IL-4 and IL-13 have an important role in limiting
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inflammatory hyperalgesia. The failure of the monoclonal antibodies to IL-4 and 
IL-13 to enhance the hyperalgesic effects of IL-ip and IL-8 suggest that the 
predominant effect of endogenous IL-4 and IL-13 in inflammatory hyperalgesia is 
to inhibit the release of cytokines, rather than of prostaglandins, which sensitize 
nociceptors.
4. The monoclonal antibody to IL-4 potentiated the hyperalgesic effect of bradykinin 
in athymic rats, but not in animais depleted of mast cells. This strongly suggests 
that mast cells were the source of the endogenous IL-4 that limited the 
inflammatory hyperalgesia. Further evidence supporting mast cells as the source 
of the IL-4 was provided by the experiment with dextran, which disrupts mast 
cells. Thus, a monoclonal antibody to IL-4 induced a hyperalgesic response to 
dextran in (wild type) rats not previousiy sensitive to this agent.
5. The monoclonal antibody to IL-13 potentiated the hyperalgesia induced by 
bradykinin in animais depleted of mast cells, like in normal animais, but not in 
athymic rats. This suggests that the lymphocytes are the source of IL-13.
6. Our data suggest that although IL-13 and IL-4 have a similar role in the 
inflammatory hyperalgesia, the cellular sources of these cytokines during the 
hyperalgesia are different: IL-4 is released mainly by the resident mast cells and 
IL-13 bythe lymphocytes.
7. In conclusion, our resuits suggest that events that induce release of anti- 
inflammatory cytokines are abie to control the hyperalgesia. The production
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of substances that stimulate the release of this mediators may be usefui as a new 
therapeutic alternative for the pain control.
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8 RESUMO
1. O presente estudo utilizou um modelo de hiperalgesia mecânica (teste 
de Randall-Selitto modificado) para investigar os efeitos da interleucina- 
4 (IL-4) e interleucina-13 (ÍL-13) sobre a hiperalgesia induzida pela 
injeção intraplantar de carragenina, bradicinina, fator de necrose 
tumoral a  (TNFa), interieucina-1 p (IL-1P), interleucina-8 (IL-8) e 
prostaglandina E2 (PGE2). Foram utilizados anticorpos monoclonais 
específicos para investigar a participação destas citocinas inibitórias 
(IL-4 e IL-13) endógenas na hiperalgesia induzida por diferentes 
estímulos. Também foi pesquisado, qual a origem celular destas 
citocinas liberadas durante a hiperalgesia inflamatória.
2. O pré-tratamento local com IL-4 ou IL-13 inibiu as respostas 
hiperalgésicas induzidas pela injeção local de carragenina, bradicinina 
e TNFa, mas não a hiperalgesia induzida por IL-ip, IL-8 e PGE2. 
Quando a IL-4 ou a IL-13 foram injetadas uma única vez 12 h antes ou 
duas vezes, 12 e 2 h antes da administração da IL-ip ou IL-8, 
observou-se um efeito inibitório sobre a hiperalgesia induzida pela IL- 
ip , mas não pela IL-8. Os dados sugerem que no início da resposta 
hiperalgésica, tanto a IL-4 quanto a IL-13 parecem atuar inibindo a 
liberação de citocinas pró-inflamatórias, como o TNFa e IL-ip e que 
numa fase tardia da resposta hiperalgésica as citocinas 
antiinflamatórias podem estar inibindo a expressão de COX-2.
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3. As respostas hiperalgésicas induzidas pela administração de 
carragenina, bradicinina e TNFa foram potencializadas pelo tratamento 
das patas com dois diferentes anticorpos monoclonais (IgG) específicos 
para IL-4 e um anticorpo monoclonal (IgG) específico para IL-13. Estes 
dados sugerem fortemente que essas citocinas endógenas possuem 
importante papel na regulação da hiperalgesia inflamatória. A ineficácia 
dos anticorpos monoclonais para IL-4 e IL-13 em potencializar os 
efeitos hiperalgésicos induzidos pela IL-ip sugere que o efeito 
predominante dessas citocinas endógenas na hiperalgesia inflamatória 
é a inibição da liberação de citocinas, mais do que da síntese de 
prostaglandinas, as quais sensibilizam diretamente os nociceptores.
4. O anticorpo monoclonal para IL-4 potencializou o efeito hiperalgésico 
da bradicinina em ratos atímicos, da mesma forma que em ratos 
normais, porém o mesmo não aconteceu em animais depletados de 
mastócitos, sugerindo que os mastócitos são a origem da IL-4 que está 
modulando a hiperalgesia inflamatória. A confirmação das evidências 
de que os mastócitos são a origem da IL-4 foi obtida em um 
experimento com dextrana, que desgranula mastócitos. Os resultados 
demonstraram que o anticorpo monoclonal para IL-4 induziu resposta 
hiperalgésica à dextrana, em ratos não previamente sensíveis a este 
agente.
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5. Por outro lado, o anticorpo monoclonal para a IL-13 potencializou a 
hiperalgesia induzida pela bradicinina nos aninnais depletados de 
mastócitos, da mesma forma que em animais normais e não teve efeito 
algum nos animais atímicos, sugerindo que os linfócitos são a origem 
da IL-13.
6. Nossos dados sugerem que, embora a IL-4 e a IL-13 possuam açÕes 
muito parecidas na modulação da hiperalgesia inflamatória, as células 
que estão liberando estas duas citocinas durante a hiperalgesia são 
diferentes: a IL-4 está sendo liberada por mastócitos residentes e a IL-
13 por linfócitos.
7. Dessa forma, circunstâncias que levem à liberação maciça de citocinas 
antiinflamatórias são capazes de controlar a hiperalgesia. A produção 
de substâncias que estimulem a liberação destes mediadores pode ser 
uma nova alternativa terapêutica para o controle da dor inflamatória.
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